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Organización y características de 
La Célula 


La Célula ha sklo disenado para ser un texto de tacil comprenstón y enseňanza que puede ser 
cubierto en un solo semestre, a la vez que permite a los estudiantes dominar el matéria! dc todo el libro. 
Damos por hecho que se poseen cíertos conocímientos generales de biológia y química aunque no supo- 
rtemos que se tengan en las areas de química orgánica, bioquímica o biológia molecular. Muchos aspec- 
tos en la organización y características del libro nos ayudaniu a acereamos a la matéria. 


Organización 

La Célula se dividc en cuatro partes, cada una de ellas es independiente, por lo que el orden y los 
temas pueden variar fácilmente según las neeesidades de cada curso. 

La sección i del libro a horda los orígenes de la evolución de las células, sus métodos de estudio, 
sli composición química y los fundamentom d e la biológia molecular moderna. Para aquellos estudiantes 
que tengan una gran formación en cursos de íntroducción a la biológia o en curso s previ os de biológia 
molecular, pueden obviar varias partes de ešte libro o pueden usarlas de repaso. 

La sección II se centra en ta biológia molecular de ías células asi como en la organización y secuen- 
cias del genoma; duplicación, reparación y combinación de fragmentos de ADN, trascripeión del ARN; y 
síntesis, prdcesos y regulación de proteínas, Los cap í tu los están ordenados siguiendo el niismo orden de 
la información genética (ADN -+ ARN proteína) y proporciona un conciso pero aelua! campo de visión 
de estas materí as. 

La sección III analiza la estructura y funcionamicnto de la célula: núcleo, orgánu los citoplasmáli- 
cos, citoesqueleto y superficie celulan Esta parte dd libro comienza adaptando lo mencionado en la sec- 
ción 11 sobre biológia molecular a las células eucarióticas y continúa a través de los orgánulos del cito- 
plasma y eitoesqueleto bašta la membrána plasmática. Sin embargo, estos capítulos son relativameňte 
independientes y pueden tratarse en distínto orden, según sean más apropiados para un curso en concre- 
to. 


Finalmente, la sección IV comprende los mecanismos de regulación de las actividades de la célu¬ 
la, tratando temas como los estímulos celularcs, el delo dc la célula y la muerte controlada de células. 
Esta cuarta parte concluye con un cupitalo sobre el cáncer que sintetiza las consecuencias dc los fallos de 
los mecanismos básicos de funcionamicnto de las células. 


V 


Organización y características de La Célula 


Características 

Para ayudar a los estudiantes a dominar e integrar los contenido de La Célula, se han incorporado 
varias características que se han organizado para guiar a los estudiantes en el trato con ešte 1 i bi o de la 
siguiente manera: 

Organización de cap í tu los. Cada capil u I o se div ide en cuatro o cinco secciones princ i pa les, las cua- 
les están a su vez divididas cn un numero simitar de apartados. U n esquema de las secciones princ i pa les 
al princ ipio dc cada capítulo muestra cic modo rápido la organización de cada u no dc ellos. 

Térmi nos cla ves y glosa r i o . L. o s térmi no s e láve s a p are c en cn negrila a lo largo del capítulo, además 
de cnunciarse cn el sumario y definirse en el glosario de final del libro, 

Ilustmci on es v m icrofo tografias. Sc ha desarrollado cuidadosamente un eompleto programa de ílus- 
tración a todo color y de microfotografías para cômpl ementar y reforzar visualmente el text o. 

Experimentom y ensayos de medicína molecuíar: Cada capílnío contiene dos Experimentos dave o 
un Experimente dave y características de Medicína tnolecular, Estas prácticas tienen por objclo el instruir 
al lector en las bases experímentales de la célula y la biológia molecular y sus aplicaciones a la medicína 
moderna, Las prácticas también pueden utílizarse como bases útiles para discusiones de estudiantes, que 
pueden acompanarse con una revisión del texto originál sobre el que se basan los Experimentos dave, 

Resumen de capítulo, El sumario está organizado a modo de esquema, que corresponde a las súce- 
sívas dívisiones en secciones y apartados de cada capítulo. Ešte formáte se acompaňa de una lista con los 
térmi nos daves, proporcionando asi un conciso repaso del materiál 

Preguntas y respuestas. Una extensa batéria de preguntas al final de cada capítulo (con las res- 
puestas al final dd libro) tienen como propósito facilitar la revisión del matéria! dc cada capítulo y animar 
a los estudiantes a usar dicho materiál para predecir o interpretar los resultados experímentales. 

Bibliografia. Las listas bibliograficas del final de cada capítulo permiten el acceso rápido a las 
páginas correspondientes del libro. Para ayudar a identificar artículos de interes, las rcferencias eslán orga- 
nizadas de acuerdo Con las secciones de íos capítulos. Los artículos de interes y las páginas impprtantes 
se identiťícan con las iniciál es [R] y [P] respectivamente. 
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a siOLOGÍA molecular de las células es un área de ínvestígación activa 



cuyo entendímíento es fundamental para todas las ciencias biológicas. 


wmm Esto es dedo no sólo desde el punto de partida de la ciencia básica, sino 
también respecto a un numero creciente de apiicaciones prácticas en agrícultu- 
ra, biotecnología y medicína. Especialmente tras haber completado la secuem 
cia de! genoma humano, el progreso de fa biológia celular y molecular está 
abriendo nuevos horizontes en la práctica médica. Ejemplosllamativos incluyen 
el desarrollo de nuevos fármacos especialmente diseňados para interferircon el 
crecimiento de células cancerosas y con el uso potencia! de células madre para 
sustituir tejídos daňados y tratar pacientes que padecen condiciones como la 
diabetes, enfermedad de Parkinson, de Alzheimer, lesiones de la médula espi- 
nal y enfermedades cardíacas. 

Dado que la biológia celular y molecular es un campo de ínvestigación de 
rápido crecimiento, ešte capítulo se centrará en cómo se estudían Ias células, 
asi como servirá para revisar sus propiedades básicas. La apreciación de las 
similitudes y diferencias entre las células resulta particularmente importante 
para entender fa biología celular La primera sección de ešte capítulo por lo 
tanto discutirá la unidad y la diversidad de las células presentes hoy en día en 
términos de su evolución desde un ancestro común. Por otra parte, todas las 
células comparten propiedades fundamentales que se han conservado a través 
de la evolución. Por ejemplo, todas las células utifizan ADN como matéria! ge- 
nético, están rodeadas por una membrána plasmática y usan los mišmaš meča- 
nismos básicos para el metabolismo energético. Por otro lado, las células ac* 
tuales han evoluctonado en diferentes estilos de vida. Muchos organismos, 
como las bacterias, amebas y levaduras, se componen de células unicas capa* 
ces de autorreplicarse índependientemente. Los organismos más complejos 
están compuestos por una colección de células que funcionan de manera coor- 
dinada, con diferentes células especializadas para desarrollar funcíones parti- 
culares. El cuerpo humano, por ejemplo, está compuesío de más de 200 tipos 
diferentes de células, cada una de eflas especializada para cada función dístinti- 
va como la memoria, la vista, el movimiento, o la digestión. La diversidad exhibí¬ 
cia por los diferentes tipos de células es sorprendente; por ejemplo, considere- 
mos las diferencias entre las bacterias y las células del cerebro humano. 

Las similitudes fundamentales entre los diferentes tipos de células proporcio- 
nan un marco común para la biología celular, permitíendo que los principios bási¬ 
cos aprendidos a partir de experimentos con u n solo tipo de céiula puedan ser 
extrapolados y generalizados a otros tipos de células. Diversos tipos de células y 
organismos son extensamente utilizados para estudiar los diferentes aspectos de 
la biología celular y molecular; la segunda sección de ešte capítulo discute algu- 
nas de las propiedades de estas células que las hacen particularmente valiosas 
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como modelos expenmentales, Finalmente, es importante reconocer que el pro- 
greso de la biológia celular depende también de los instrumentos experimentales 
que permiten a los cíentíficos hacer nuevas observadones o desarroJIar experi- 
mentos novedosos. Ešte capítulo de presentación concluye por tanto con una 
discustón acerca de algunos experimentos utílizados para el estudio de las céfu- 
las, a fa vez que resume algunos de los descubrimientos históricos que han Jleva- 
do a nuestro conocimiento actual sobre la estructura de la céíula y su función 


Origen y evolúciou de las células 

Las células se dtviden en dos clases principales, iniciaimente definidas según 
donde situaran al núcleo, Las células procariotas (bacterias) carecen de en- 
voltura nuclear; las células eucariotas presentan un núcleo donde el matéria! 
genético está separado del cí top las ma Las células procariotas son generál- 
meňte más pequeňas y simples que las células eucariotas; ademäs de la 
ausencía de núcleo, sus genomas son menos complejos y no contienen orgánu- 
los citoplasmáticos o citoesqueleto (Tabla TI). Al margen de estas diferencias, 
los mismos mecanismos moleculares básicos gobiernan las vidas de procario¬ 
tas y eucariotas, índicando que todas las células presentes hoy descienden de 
un ancestro primordíaf uníco. ^Cómo se desarrolfó la primera célula? cómo 
evolucionaron la complejidad y la diversidad que exhiben las células actuales? 


La primera célula 

Parece ser que la vida emergió hace t al menos, 3.800 millones de aňos, aproxi- 
madamente 750 millones de aňos después de que se formara La Tierra (Fig. 1,1). 
Cómo se originó la vida y cómo la primera célula se convirtió en u n ser son 
cuestiones de especulación, puesto que estos acontecimientos no pueden re- 
producirse en el laboratorio. No obstaňte, diferentes tipos de experimentos han 
proporcionado evidencias importantes sobre algunos pasos del proceso. 

En 1920 se sugirió por primera vez que moléculas orgánicas simples po- 
drtan polímerizar espontáneamente y formar macromoléculas bajo las eondicio- 
nes que se pensaba que existian en la atmosféra primitíva. En el momento en el 
que surgió la vida, la atmosféra de La Tierra se piensa que contenía poco o 
nada oxígeno libre, constando princípalmente de C0 2 y N 2 además de peque¬ 
ňas cantidades de gases como H 2 , H 2 S, y CO. Tal atmosféra proporciona condi- 
ciones reductoras en las que las moléculas orgánicas, con una fuente de ener¬ 
gia como la luz solar o descargas eléctricas, se pueden formar espontáneamente. 
La formación espontánea de las moléculas orgánicas fue demostrada por pri¬ 
mera vez experimentalmente en los aňos 50, cuando Stanley Miller (un estu- 
diante graduado en aquel entonces) demostró que la descarga de chispas eléc- 
tricas en una mezcla de H 2 , CH 4T y NH 3 , en presencia de agua, conducia a la 
formación de una variedad de moléculas orgánicas, íncluyendo varios aminoá- 
cidos (Fig. 1.2). Aunque el experimento de Miller no reprodujo con predsieň las 


TABLA 1.1, Células procariotas y eucariotas 

Característícas Procariota Eucariota 


Núcleo 

Diámelro de una célula típica 

Citoesqueleto 

Orgánu los citoplasmáticos 

Conlenido de ADN (pares de 
bases) 

Cromosomas 


Ausente 

-1 //m 

Ausente 

Ausentes 

1 x I0 e a 5 x 10 6 

Una motécula de ADN 
c ircular 


Prosenie 

10-100 n m 

Prosenie 

Preše nie s 

1.5 x 10 7 a 5 x 10* 

Múltiples moléculas de ADN 
linear 
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condíciones primitivas de La Tíerra, claramente demostró ta plausibilidad de la 
síntesis espontánea de tas moléculas orgánicas, proporcionando los materiales 
básicos desde donde surgieron los primeros organismos vivos. 

El siguiente paso en la evolución fue la formacion de las macromoléculas. 
Se ha demostrado que los bloques monoméricos que constituyen tas macromo- 
léGUlas se polimerizan espontáneamente bajo condíciones prebiótícas plausi- 
bles. El calentamiento de mezclas secas de aminoácidos, por ejemplo. da como 
resultado su polimerización para formar polipéptidos. Pero la característica fun- 
damental de la macromolécula de ía que surgió la vída debe tener la habilidad de 
replicarse por sí misma. Solamente una macromolécula capaz de dirigir ta sínte¬ 
sis de nuevas copias de si mísma séria capaz de reproducirse y evolucionar. 

De las dos ctases príncípales de macromoléculas que aportan información 
en las células actuales (ácidos nucleicos y proteínas), solo los ácidos nucleicos 
son capaces de dirigir su propia repticacíón. Los ácidos nucleicos pueden servir 

Figúra í.2 

Formación espontánea de las moléculas orgánscas. El vaporde agua se expulsaba a 
una atmosféra que consistía en CH^ NH 3 y H 2 , en la que se descargaban chispas de 
eíectriddad. El análisis de los productos de la reacción reveló la formación de varias molé¬ 
culas orgánicas, incluyendo los aminoácidos alanína. acido aspártico. ácido glutämico y 
glicina. 
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Figúra 1.1 

Escala temporal de la evolución. La 

escala indica el momento aproximado en 
el que ocurrieron algunos de los aconteci- 
mientos más importaníes en la evolución 
de Jas células. 
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Figúra F 3 

Autorreplicación propia dei ARN, Las 

parejas complementarias entre los nu- 
cleótidos (adenina |AJ con uracilo [U] y 
guanina [G] con citosina [C]) pemniten 
que una hebra de ARN sirva como molde 
para la síntesis de una nueva hebra con 
la secuencia complementaria. 


como molde para su propia síntesis como resulfado del apareamiento de ba- 
ses espedfícas entre nucleótidos complementarios (Fíg, 1.3), Uno de los pasos 
crítfcos en el aprendizaje de la evoluctón molecular ocurrió a principíos de los 
aňos 80, cuando se descubrió en los laboratorios de Sid Altman y Tom Cech 
que el ARN es capaz de cataJízar numerosas reacciones químicas, induyendo 
la polímerización de nucleótidos. El ARN es, por tanto, el único capaz de servir 
como molde y catalizar su propia replicaeión, Como consecuencia, se cree que 
el ARN ha sido el sistema genético iniciál, y que una etapa temprana de la 
evolucíón química estuvo basada en molécuias de ARN con replicacíón propia 
—un período de la evolución conocido como el mundo del ARN —. Las interac- 
ciones en orden entre e! ARN y los aminoácidos evolucionaron a lo que hoy es 
el código genético, y eventualmente el ADN reemptazó ai ARN como el materiál! 
genético. 

La prímera célula, se presupone, que surgió de la envoltura del ARN de 
replícación propia en una membrána compuesta por fosfolípídos (Fig. 1.4), Tal 
y como se díscutirá en detaile en el próximo capítulo, los fosfolípídos son los 
componentes básicos de todas las membranas biológicas presentes hoy día, 
induyendo la membrána plasmática de células procariotas y eucariotas. La ca- 
racterística clave de los fosfolípídos que forman las membranas es que son 
molécuias anfipáticas, !o que quiere decir que una porción de la molécula es 
soluble en agua y la otra porción no. Los fosfolípídos presentan largas cadenas 
hidrocarbonadas insolubles en agua (hidrofóbicas) unidas a grupos solubles 


Figúra 1.4 

Recubrimiento del ARN de autorrepli¬ 
cación con una membrána de fosfolípi- 
dos. Se cree que la primera célula surgió 
del recubrimiento del ARN autorreplicante 
y sus molécuias asociadas por una mem¬ 
brána compuesta de fosfolípídos. Cada 
molécula de fosfolípídos presenta dos lar- 
gas colas hidrofóbicas unidas a un grupo 
hidrofílico. Las colas hidrofóbicas están 
embebidas en Ja bicapa lipídica; las cabe- 
zas hidrofílícas están expuestas al agua a 
ambos lados de fa membrána. 
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Grupo 
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en agua (hidrofílicos) que contienen íosfatos. En contacto con e! agua r los 
fosfofípidos esponíánea meňte se agrupan en u na bicapa con los grupos que 
contienen fosfatos en el exterior en contacto con el agua y sus colas hidrocarbo- 
nadas en el interior en contacto unas con otras. Esta bicapa fosfolipídica forma 
una barrera estable entre dos compartímentos acuosos —por ejemplo, sepa- 
rando el interior de la célufa de su ambiente externe—, 

La envoltura dei ARN autorreplicante y ias moléculas asociadas a una mem¬ 
brána lípídicase han mantenido r por tanto, como una unidad, capaz de reprodu- 
cirse a sí misma y evolucionar. La síntesis de proteínas a partir del ARN pudo ya 
haber evoludonado, en cuyo caso la primera célula consistiría en un ARN de 
repľicación propia y sus proteínas eodifieadas. 


Evolúciou del metabolismo 

Debido a que ias células se originaron en un mar de moléculas orgánicas, éstas 
eran capaces de obtener alimento y energia directamente de su ambiente. Pero 
una situación como ésta es limitada en sí misma, por lo que Ias células necesi- 
taron evolucionar sus propios mecanismos de creación de energia y sintetizar 
Ias moléculas necesarias para su replicación. La creación y la utilización contro- 
lada de la energia metabólica es primordial para todas fas actividades celulares, 
y los procesos prineipafes de metabolismo energético (diseutidos en detaile en 
el Cap. 2) se han conservado prácticamenle intactos en Jas células actuales. 
Todas Ias células utilizan adenosina SMrifosfato (ATP) como fuente de ener¬ 
gia metabólica para llevar a cabo la síntesis de los constituyentes celulares y 
conducir otras actividades que requieren energia, como el movimiento (p. ej., la 
contracción muscular). Los mecanismos utilízados por Ias células para generar 
ATP han evoludonado en tres etapas, correspondientes a la evolución de la 
glícolisis, fotosíntesis y metabolismo oxidativo (Fíg, 1,5). El desarrollo de esíos 
procesos meíabóficos cambió la atmosféra de la Tierra, en consecuencia alte- 
rando el eurso de la evolución. 

En la atmosféra anaerobia iniciál de laTierra, Ias primeras reacciones gene- 
radoras de energia presumiblemente impficaron la escisión de moléculas orgá¬ 
nicas en ausencia de oxígeno. Estas reacciones parecen ser una forma de la 
actual glícolisis — la rotora anaerobia de la glucosa a ácido láctíco, con la ga- 
nancia neta de energia de dos moléculas de ATP. Además de utilizar ATP como 
su fuente de energia química intracelular, todas Ias células actuales flevan a 
cabo la glícolisis, de acuerdo con la idea de que estas reacciones surgieron muy 
pronto en ta evolución. 

La glícolisis proporcionó un mecanismo mediante el cual la energia en mole- 
culas orgánicas ya formadas (p, ej. r la glucosa) pódia convertirse en ATP, que 


Glicolísís 

C 6 H 12 0 6 

Glucosa 




2 C 3 H s 0 3 
Ácido láctíco 



Fotosíntesis 

6 C0 2 + 6 H 2 G -►- C f> H 12 0 6 + 6 0 2 

Glucosa 


Metabolismo oxidativo 

C 6 H 1? 0 6 + 6 0 2 -► 6 C0 2 + 6H s O 

Glucosa 


Figúra 1.5 

Gerteración de energia metabólica. La 

glicótisis es la rotura anaerobia de la glu¬ 
cosa en ácido láctíco. La fotosíntesis utiíi- 
za la energia del sol para conducir la sín- 
tesis de la glucosa a partir del C0 2 y el 
H 2 Q, libe rando como producto. El 0 2 
liberado por la fotosíntesis lo utilŕza el 
metabolismo oxidativo. en el que la glu¬ 
cosa se rompe en CO P y H 2 G, líberando 
mucha más energia que la obtenida de la 
giicólisis. 
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Figúra 1.6 

Micrografía electrónica de E. coíL La 

céluta está rodeada por una pared celular, 
dentro de la que se encuentra la membrá¬ 
na piasmática. El ADN se encuentra en ei 
nucíeoide. (Menge and Wurtz/Biozen- 
trum, University of Basel/Science Photo 
Library/Photo Ŕesearchers, Inc.) 



Membrána 

plasmática 

Pared 

celular 


Nudeoide 


pódia ser utilizado como fuente de energia para dirígir otras reacciones metabó- 
licas. E! desarrollo de la fotosíntesis fue eí siguiente paso más importante de la 
evolución, que permitió a la céiula generar energia a partir de la luz solar y ser 
independientes de la utilización de las moléculas orgánicas ya existentes. La 
primera bacteria fotosintética. que evolucionó hace más de 3 bíllones de aňos Ť 
probablemente utilizaba H 2 S para convertir C0 2 en moléculas orgánicas —to- 
davía aigunas bacterias utilizan un proceso de fotosíntesis simílar. La utilización 
de H 2 0 como donante de eiectrones e hidrógeno para la conversíón del C0 2 a 
compuestos orgánicos evolucionó más tarde y tuvo la importante consecuencia 
decambíar la atmosféra de la Tierra El uso de H 2 0 en reacciones fotosintéticas 
produce 0 2 libre; se cree que ešte mecanismo ha sido el responsable de hacer 
a la atmosféra de la Tierra tan abundante en 0 2 . 

La liberación de 0 2 como consecuencia de la fotosíntesis cambíó el medio 
en el que las células evolucionaron y se cree que determinó el desarrollo del 
metabolismo oxidativo Aiternativamente, el metabolismo oxidativo podría ha- 
ber evolucionado antes que la fotosíntesis, y el aumento del 0 2 atmosférico 
proporcionaría una importante ventaja selectiva a los organismos capaces de 
utilizar 0 2 en las reacciones de generación de energia. En cualquier caso, el 0 2 
es una molécula altamente reactiva, y el metabolismo oxidativo, usando esta 
reactividad, ha proporcionado un mecanismo de generación de energia a partir 
de moléculas orgánicas mucho más eficiente que la glicolisis anaerobia. Por 
ejemplo, la rotura oxidativa completa de la glucosa en CO ? y H 2 0 produce 
energia equivalente a 36 ó 38 moléculas de ATP, en comparacion con las 2 
moléculas de ATP que se forman en la glicolisis anaerobia. Con počas excep- 
ciones, las células actuales utilizan reacciones oxidativas como fuente princi¬ 
pál de energia. 

Procariotas actuales 

Los procariotas actuales, que incluyen todos los tipos de bacterias, están dividi- 
dos en dos grupos —las arquebacterías y las eubacterias — que se diferen- 
ciaron al principio de la evolución. Aigunas arquebacterias viven en condiciones 
exíremas, que hoy en dia son inusuales pero que pudieron prevalecer en la 
primitíva Tierra. Por ejemplo, los íermoacidófílos viven en pozos calientes de 
sulfuro con tempe ratu ras hasta de 80 C y valores de pH de 2. Las eubacterias 
incluyen las formas comunes que están presentes en nuestros días —un ampfio 
grupo de organismos que viven en una gran varíedad de ambientes, como la 
tierra, el agua, y otros organismos (p. ej., los patógenos humanos). 

La mayoría de las células bacterianas son esféricas, en forma de bastón, o 
espiral, con díámetros que oscílan de 1 a 10 /ŕim, Su contenido de ADN varia 
desde unos 0,6 míllones a 5 millones de pares de bases, cantidad suficiente para 
codíficar unas 5,000 proteínas diferentes. Los procariotas más grandes y corrv 
plejos son las cianobacterías, bacterias en fas que evolucionó la fotosíntesis. 

La estructura de céiula procariota típíea es la de Escherichia coíi (E. coli), 
un habitante común del tracto intestinal humano (Fig. 1.6). La céiula tiene forma 
de bastón, alrededor de 1 /<m de diámetro y cerca de 2 um de longitud. Como la 
mayoría de los otros procariotas, E. coíi está rodeada por una pared celular 
bacteriana rígtda compuesta de poíisacáridos y péptídos. Dentro de la pared 
celular se encuentra la membrána plasmática, que es una bicapa de fosfolípi- 
dos y proteínas asociadas* Mientras que fa pared celular es porosa y puede ser 
penetrada por una varíedad de moléculas, la membrána plasmática proporciona 
una separación funcional entre el interior de fa céiula y su medio externo. El 
ADN de E. coíie s una molécula circular unica en el nueleoíde, que, en compara- 
ción con el núcleo de los eucariotas, no está rodeado por una membrána que lo 
separe del citoplasma. El citoplasma contiene aproximadamente 30.000 ribo- 
somas (lugar de la síntesis de proteínas), que destacan por su aparíencia gra- 
nular. 


0,5 /j m 
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Células eucariotas 

Como las células procariotas, todas las células eucariotas están rodeadas por 
membranas plasmáticas y contienen ribosomas. No obstaňte, las células euca¬ 
riotas son mucho más complejas y contienen un núcleo, variedad de orgánulos 
citoplasmáticos, y un citoesqueleto (Fig. 1.7). El orgánulo más grande y promi- 
nente de las células eucariotas es el núcleo, con un diámetro aproximado de 5 
/im. El núcleo contiene la información genética de la célula, que en los eucario¬ 
tas se encuentra organizada de forma linear en lugar de moléculas de ADN 
circular. El núcleo es el sitio de la replicación del ADN y de la síntesis del ARN; 
latraducción del ARN en proteínas tiene lugar en los ribosomas del citoplasma. 

Además de un núcleo, las células eucariotas contienen una variedad de or¬ 
gánulos delimitados por membranas dentro del citoplasma. Estos orgánulos 
proporcionan diferentes compartimentos en los que se localizan las distintas 
actividades metabólicas. Las células eucarióticas son por lo generál más gran- 
des que las células procariotas, con frecuencia presentando un voiumen celular 
cien veces mayor. La compartimentalízación proporcíonada por íos orgánulos 
citoplasmáticos es lo que permite a tas células eucariotas funcionar con eficien- 
cia. Dos de estos orgánulos, las mitocondrias y los cloroplastos, juegan pa- 
peles imprescindibles en el metabolismo energético. Las mitocondrias, que se 
encuentran en casi todas tas células eucariotas, son los centros del metabolis¬ 
mo oxidativo y son por tanto las responsables de generar la mayoría del ATP 
derivado de la rotura de moléculas orgánicas. Los cloroplastos son los centros 
donde se lleva a cabo la fotosintesis y se encuentran exclusivamente en las 
células de las plantas y algas verdes. Los lisosomas y los peroxisomas tam- 
bíén proporcionan compartimentos metabólicos especializados para la diges- 
tión de macromoiéculas y varias reacciones oxidativas, respectivamente. Ade¬ 
más, la mayoria de las células de las plantas contienen grandes vacuolas que 
desarrollan variedad de funciones, incluyendo !a digestión de macromoiéculas y 
el almacenaje de productos de desecho y nutrientes. 

Debido al tamaňo y comptejidad de las células eucariotas, el transporte de 
proteínas a sus destinos dentro de la célula es una labor formidable. Dos orgá¬ 
nulos citoplasmáticos, el retículo endoplasmático y el aparato de Golgi. es¬ 
tán específicamente dedicados a la diferenciación y transporte de las proteínas 
destinadas a la secreción, a la incorporación en la membrána plasmática, y a la 
incorporación en los lisosomas, El retículo endoplasmático es una red extensa 
de membranas intracelulares, que se extienden desde la membrána nuclear 
hasta atravesar todo el citoplasma. No solo actúa en el proceso y transporte de 
proteínas, sinotambién en la síntesis de lípidos. Desde e! retículo endoplasmá¬ 
tico, las proteínas son transportadas dentro de pequeňas vesículas al aparato 
de Golgi, donde siguen siendo procesadas y clasificadas para el transporte a 
sus destinos finales. Además de esta función de transporte de proteínas, el 
aparato de Golgi presenta síntesis de lípidos y (en células de las plantas) sinte- 
sis de algunos polisacáridos que componen la pared celular. 

Las células eucariotas tienen otro nivel de organización interná; el citoes¬ 
queleto. una red de filamentos proteínícos que se extienden por el citoplasma. 
El citoesqueleto proporciona el marco estructural de la célula, determinando la 
forma celular y la organización generál del citoplasma. Además, el citoesquele¬ 
to es responsable de los movimientos de todas las células (por ej., la contrac- 
ción de las células musculares), del transporte intracelular y la posición de los 
orgánulos y otras estructuras, incluyendo los movimientos de los cromosomas 
durante la división celular. 

Los eucariotas se desarrollaron hace al menos 2.700 millones de aňos, des- 
pués de 1.000 ó 1.500 millones de anos de la evolución procariota. Los estudios 
de sus secuencias de ADN índican que las arquebacterias y eubacterias son tan 
diferentes entre sí como lo son de los eucariotas actuales. Por lo tanto, parece 
ser que un acontecimiento en la primera etapa de la evolución ha sido el motivo 
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Célula animal 



Peroxísoma 


Reticulo 

endoplasmático 

rugoso 


Aparato de Gofgi 


Núdeo 


Retŕculo 

endoplasmätico 

íiso 


Mudtíolo 


Usosoma 


Membrána plasmática 


Citoesqueleto 


Ribosomas 


Figúra 1.7 

Estructuras de Las células animales y 
vegetales. Las células animales y vege- 
ta les están rodea d as po r u na membrána 
plasmática y contienen un núdeo, un ci- 
toesqueleto, y muchos orgánulos citoplas- 
máticos en común. Las células vegetales 
también están rodeadas por una pare d 
celular y contienen doroplastos y vacuo- 
las grandes. 


de la divergencia de tres líneas de descendencia a partií de un antepasado 
común, dando lugar a las actuales arquebaeterias, eubacterías, y eucariotas. 
Resulta interesante que muchos genes de las arquebacterias son más simila- 
res a los de los eucariotas que a los de las eubacterías, indicando que las 
arquebacterias y los eucariotas comparten una línea común de descendencia 
evolutiva y que están más estrechamente relacionados entre ellos que con las 
eubacterías (Fig. 1,8). 

Un paso crítico en la evolucíón de las células eucariotas fue la adquisicibn de 
la envoltura membranosa de los orgánulos subcelulares, permitiendo el desa* 
rrollo de la complejidad característica de estas células. Estos orgánulos se cree 
que han sido adquiridos como resultado de la asociación de células procariotas 
con el antepasado de los eucariotas. 

La hipótesis de que las células eucariotas evolucionaron a partir de una aso- 
ciación simbiótica de las procariotas — endosimbiosís — se sustenta con los 
estudios de las mitocondrias y los cloroplastos r los cuaíes se cree que han evo- 
lucionado desde bacterias que vivían en células grandes. Las mitocondrias y los 
doroplastos tíenen un tamaňo similar al de las bacterias, y como ellas, se repro- 
ducen mediante su escisíon bipartita. Lo más importante, es que las mitocon¬ 
drias y los doroplastos contienen su propio ADN, que codifica algunos de sus 
componentes, El ADN de las mitocondrias y doroplastos se replica cada vez 
que el orgánulo se divide r y los genes que contiene se transcriben dentro del 
orgánulo y se traducen en los ribosomas de ešte. Por lo tanto, las mitocondrias 
y los doroplastos contienen sus propios sistemas genétícos, que son diferentes 
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Retículo 

endoplasmático 
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Nudéolo 


Núcleo 


Pared célula r 


Aparato de Golgi 

Membrána plasmática 


Célula vegetal 


Retículo 

endoplasmático 

liso 


Cloraplastos 


Ribosoma 


Peroxisoma 


Milocondria 


Vacuola 



Figúra 1.8 

Evolución de las células. Las células 
actuales evolucionaron desde un antepa- 
sado procariota común a tres largas lí- 
neas de descendencia, dando lugar a las 
arqueobacterias. eubacterias, y e učarí o- 
tas. Las mŕtocondrias y los cioropJastos 
tuvieron su origen en la asocíación sim- 
biótica entre las bacterias aerobias y las 
cianobacterias, respectivamente, con Jos 
ancestros d e las e u cári ota s. 
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TABLA 1.2. Contenido de ADN 
en las células 


Organismo 

Contenido de AON 
haploide (millones 
de pares de bases) 

Bacterias 

Mycopíasma 


0,6 

E. cofi 


4.6 

Eucariotas unicelulares 


Saccharomyces 


12 

cerevisiae 

(levaduras) 

Dictyostelium 


70 

discoideum 

Eugíena 


3000 

Plantas 

Arabidopsis 


125 

thaiiana 

Zea mais (maíz) 


5.000 

Animales 

Caenorhabditis 


97 

elegans 

(nemalodo) 

Drosophita 


180 

meíanogaster 
(mosca de la 
fruta) 

Pollo 


1.200 

Pez cebra 


1.700 

Ratón 


3.000 

Hu m a no 


3.000 



5 fjm 


Figúra 1.9 

Micrografŕa electrónica de barrido de Saccharomyces cerevisiae. Micografía con 
coíor artificial. (Andrew Syed Sciene Photo Library Photo Researchers, Inc) 


del genoma nuclear de la célula Además, los ribosomas y los ARN ribosómicos 
de estos orgánufos están más relacionados con los bacterianos que aquellos 
codificados por los genomas nucleares de los eucariotas. 

En generál, se ha aceptado un origen endosimbiótico de estos orgánulos, 
suponiendo que la mitocondria ha evolucionado a partir de las bacterias aero- 
bEas y los cloropfastos de las bacterias fotosintéticas, como las cianobacterias. 
La adquisición de bacterias aerobias podría provenir de una célula aerobia con 
la habilidad de Itevar a cabo un metabolismo oxídativo. La adquisición de bacte¬ 
rias fotosintéticas podría provenir de la independencia nutricional conseguida al 
desarrollar la fotosíntesis. Por tanto, estas asociaciones endosimbióticas resufta- 
ron muy beneficíosas para sus asociados, que fueron seleccionados en eí curso 
de fa evoiución. A través del tiempo, la mayoría de los genes originalmente pre- 
sentes en estas bacterias en aparienda pasaron a incorporarse dentro del geno¬ 
ma nuclear de la célula, asi que solamente algunos componentes de las mitocon- 
drias y cloroplastos siguen siendo codificados por los genomas de los orgánulos. 


Dcsorrollo de organismos multicelulares 


Figúra f. í 0 

Micrografía óptica de Amoeba pro- 
teus . (M. I. Walker/ Photo Researchers, 
Inc.) 



0,2 mm 


Muchos eucariotas son organismos unicelulares que, como las bacterias, se 
componen de células únicas capaces de su propia replicación. Los eucariotas 
más simples son las levaduras. Las levaduras son más complejas que las bac¬ 
terias, pero mucho más pequeňas y simples que las células anímaíes o vegeta- 
les. Por ejempfo, la levadura hasta ahora más estudíada Saccharomyces cere- 
visiae tiene un diámetro aproximado de 6 //m y contíene 12 millones de pares de 
bases de ADN (Fig. 1.9), Sin embargo, otros eucariotas unicelulares son células 
mucho más complejas, algunas contienen tanto ADN como el que contienen las 
células humanas (Tabla 1.2). Estos incluyen organismos especializados para de- 
sarrollar gran variedad de funciones, incluyendo la fotosíntesis, el movimiento, y 
la captura e ingestión de otros organismos como alimento. La Amoeba proteus , 
por ejemplo, es una célula grande y compleja Su volumen es 100.000 veces 
mayor que el de E. coli, y su longitud puede sobrepasar 1 mm cuando la célula 
está completamente extendida (Fig. 1.10). Las amebas son organismos muy 
móviles que utilizan extensiones dtoplasmäticas, llamadas pseudopodia o 
pseudópodos. para moverse y envolver a otros organismos, incluyendo bacte- 
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rias y levaduras, como alimento. Otras eucariotas unicelulares (las aigas ver- 
des) contienen cloropfastos y son capaces de Nevar a cabo la fotosíntesis. 

Los organismos multicelulares evoíucionaron de los eucaritas unicelulares 
hace al menos 1.700 millones de aňos. Algunos eucariotas unicelulares forman 
agregados multicelulares que parecen representar una transíción evolutiva des- 
de una úníca célula a un organismo multicelular. Por ejemplo, las células de 
muchas algas (por ej., el alga verde Volvox) se asocian unas con otras para 
formar colonias multicelulares (Fíg. 1,11), las cuales se cree que son los precur- 
sores evolutivos de las plantas actuales. El aumento de la especialización celu¬ 
lar determinó la transíción de las colonias agregadas a los verdaderos organis¬ 
mos multicelulares. La contínua especialización y la dívisión de las funciones 
entre ias células de un organismo ha proporcionado la complejidad y diversidad 
observada en los muchos tlpos de células que componen las plantas y animales 
de hoy. incluyendoa los seres humanos. 

Las plantas se componen de menos tipos de células que los animales, pero 
cada tipo díferente de célula vegetal está especializada para desarrollar funcio¬ 
nes específicas requeridas por el organismo en su conjunto (Fíg. 1,12). Las 
células vegetales están organizadas en tres sistemas de tejidos principales: 
tejido basal, tejido dérmico, y tejido vascular, El tejido basal contiene a las célu¬ 
las del parénquima, que ľleva a cabo la mayoría de las reacciones metabólicas 



Figúra 1.11 

Alga verde colonial. Las células indivi- 
duales de Volvox forman colonias que 
co ne iste n en esferas huecas en fas que 
están embebidas en una masa gelatinosa 
cientos o miles de células. (GabiscoA/i- 
suals Unlimited.) 


Figúra 112 

Micrografias ópticas de células vegetales representativas. (A) Células del parénquä- 
ma, responsables de la fotosíntesls y de otras reacciones metabólicas. (B) Células del co- 
lónquima, espeeializadas para dar soporte y endurecer las paredes celulares, (C) Células 
epidémnicas en la superficie de una hoja. (D) Los elementos de los vasos y las traqueidas 
son células afargadas que se disponen enfreniadas para formar los vasos del xilema. (A. 
Jack M. Bastsack/Visuals Unlimited; B, A. J. Karpoff/Visuals Unlimited; C, Alfréd Qwczarzak/ 
Biological Photo Service; D, Biophoto Associates/Science Source/Photo researchers Inc.) 
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de la planta, incluyendo la fotosíntesis. El tejído basal tambíén contiene dos 
tipos de células especializadas (células del colénquima y células del escle- 
rénquima) que se caraeterizan por paredes celulares gruesas y por proporeio- 
nar el soporte estructural de la planta. El tejido dérmico cubre la superfície de la 
planta y está compuesto por células epidérmicas que forman un revestimien- 
to de protección y permiten la absorción de nutrientes. Finalmente, el sistema 
vascular (el xilema y floema) está formado por diversos tipos de células alarga- 
das, y es el responsable del transporte de agua y nutrientes a través de la planta. 

Las células presentes en animales son considerablemente más diversas 
que las de ías plantas. El cuerpo humano, por ejemplo, está compuesto por más 
de 200 tipos de células diferentes, consideradas generalmente como compo- 
nentes de los cinco tipos principales de tejidos: tejido epitelial, tejido conectivo, 
sangre, tejido nervioso, y tejido muscular (Rg. 1.13). Las células epiteliales 
forman lámínas que cubren la superfície del cuerpo y delimitan los órganos in* 


(A) i Boca 



Figúra 113 

Micrografias ópticas de células anima¬ 
les representativas* (A) Células epitel ía- 
ies de la boca (una lámina multiestratifica- 
da gruesa), conducto biliar, e intestino. (B) 
Los fibrobíastos son células del tejido co¬ 
nectivo caracterizadas por su forma d e 
huso alargado. (C) Erítrocitos, granuloci- 
tos. linfocitos, y monocítos en sangre hu- 
mana. [(A)i y (A)ii r G. W. Willis/biofogical 
Photo Service; (A)iii, Biophoto Associate¬ 
s/Photo Researchers, Inc.; B, Don W. 
FawcettA/isuals Unlimited; C, G. W. Wällís/ 
Biological Photo Service.] 


(AJii Conducto biliar 




(A}iii Intestino 
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temos. Exfsten muchos tipos diferentes de células epiteliales, cada ona espe- 
cializada para una función especifica, íncluyendo protección (la piel), absorción 
(por ej., fas células del intestino delgado), y secreción (por ej., células de la 
glándula salivar), El tejído conectivo incfuye hueso, cartílago y tejido adíposo, 
cada uno de los cuales está formado por diferentes tipos de células (osteoblas- 
tos, condrocitos, y adipocitos, respectivamente). El tejido conectivo suelto que 
delimita con tas capas epiteliales y rellena los espaeios entre los órganos y 
tejfdos del cuerpo está formado por otra tipo de células, los fibroblastos. La 
sangre contiene diferentes tipos de células, que funcionan en el transporte del 
oxigeno (glóbulos rojos, o eritrocitos), reacciones inflamatortas (granulocitos, 
monocitos, y macrófagos), y la respuesta inmune (linfocitos). El tejido ner- 
víoso está formado por células nerviosas, o neuronas, que están altamente 
especializadas en la trasmísión de seňales a través del cuerpo, Varios tipos de 
células sensoriales, como las células del ojo y el oído, están aún más especiali¬ 
zadas en la recepción de seňales del ambiente. Finalmente, diferentes tipos de 
células musculares son responsables de la producción de fuerza y movimiento. 
La evolución de los animales claramente implica el desarrollo de una diversidad 
y especializactón considerable a nivel celular. Entender los mecanismos que 
controlan el crecimiento y diferenciación de estas células tan complejas y espe¬ 
cializadas, desde la fertilizaciôn de u n solo huevo, es uno de los mayores desa- 
fíos de ia biológia celular y molecuiar contemporánea. 

Células como modelos experimentales 

La evolución de las células actuales a partirde su antepasadocomún tiene impor- 
tantes implicaciones para la biológia celular y molecuiar como ciencia experimen- 
tal. Debido a que las propiedades fundamentales de todas las células se han 
conservado durante la evolución, los principios básicos obtenidos de los experi- 
mentos desarrollados con un solo tipo de célula son generalmente apiicables a 
otras células. Por otra parte, debido a la diversidad de las células actuales, muchos 
de los experímentos son más fáciles de llevar acabo con un tipo de células en lugar 
de otras. Se utilizan diferentes tipos de células y organ ismos como modelos experi¬ 
mentales para estudiar diversos aspectos de la biológia celular y molecuiar, Las 
características de algunas de estas células que resultan particularmente venta- 
josas como modelos experimentales se discuten en las siguientes seccíones. 

E. coli 

Debido a la simplicidad de su comparativa, tas células procaríotas (bacterias) 
son los modelos ideales para el estudio de los aspectos fundamentales de ia 
biológia molecuiar y la bioquímica. La especie de bacterias mejor estudiada es 
E. coľt, que ha sido el organismo por excelencia en la investigación de los meca¬ 
nismos básicos de la genétíca molecuiar. La mayoría de los conceptos actuales 
de la biología molecuiar —incluyendo nuestra comprensíón sobre ia replicación 
del ADN, el códígo genético, la expresión génica y la síntesis de proteŕnas— 
derivan de los estudios sobre esta humilde bacteria. 

F, coli ha resultado especialmente útil para los biólogos molecuiares debido a 
su relativa simplicidad y la facilidad para propagarse y ser estudiada en el laborato- 
rio. El genoma de E coli, por ejemplo, consiste en aproximadamente 4,6 millones 
de pares de bases y contiene aproximadamente unos 4.000 genes. El genoma 
humano es časí mil veces mayor (aproximadamente 3 biílones de pares de bases) 
y se cree que contiene 30-40.000 genes (véase Tabla 1.2). El tamaňo pequeňo del 
genoma de E. coli (que se secuenció por completo en 1997) proporciona claras 
ventajas para el análisis genético. 

Los experímentos genéticos molecuiares se ven facilitados por el rápido creci¬ 
miento de E. coli bajo condictones de laboratorío predeterminadas. Bajo condicio- 
nes óptimas de culflvo, E. co//se divtde cada 20 mínutos. Además, una población 
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Figúra 1.14 

Colonias de bacterias. Fotografia de 
colonias de E coli crecíendo en la superf F 
cie de un medio de agar. (A. M. Siegel- 
man/Visuals Unlimited.) 


Figúra 1.15 

Microgratía electrómca de Saccha- 
romyces cerevisiae. (Dávid Scharf/Pe- 
ter Arnold, Ine.) 
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dónica de E. coli , en la que todas tas células se derivan de la división de una 
Linica cétula originál, se puede aíslar fácilmente como una colonia en crecimiento 
en un medio que contenga agar semisólido (Fig. 1.14). Debido a que las colonias 
bacterianas que contšenen más de 1Q tí células se pueden desarroliar en una no- 
che, la selecctón de variantes genéticas de una cepa de E. coli— por ejemplo, 
mutantes que son resisíentes a un antibiotico, como la penicilina— es fácii y 
rápida, La íacitidad con la que estos mutantes pueden ser seleccionados y ana- 
lízados resultó clave para el éxito de los experimentos que definen los principíos 
básicos de la genética molecular, discutídos en el Capítulo 3. 

Las mezclas nutritivas en las que E. coli se divide más rápidamente incluyen 
glucosa, sales, y varios compuestos orgánícos, tales como aminoáeidos, vítami- 
nas, y precursores de ácidos nucleicos. No obstaňte, E. coli también puede 
crecer en un medio mucho más simple que contenga solamente sales, una 
fuente de nitrógeno (como ef amoníaco), y una fuente de carbón y energia 
(como la glucosa). En ešte medio, la bacteria crece un poco más lenia (con un 
tiempo de división de unos 40 minutos) ya que tiene que sintetizar todos sus 
aminoácidos, nucleótidos, y otros compuestos orgánicos. La habilidadde E. coli 
para llevar a cabo estas reacctones biosintéticas en un medio simple ha hecho 
que sea extremadamente útil para e! descubrimiento de los procesos bioquŕmi- 
cos implicados, Portanto, el rápído crecimiento y los simples requísitos nutricio- 
nales de E. coli han facilitado los experimentos fundamentales de la biológia 
molecular y la bioquímica 

Levaduras 

Aunque las bacterias han sido un modelo de valor íncalculable para el estudio 
de muchas de las propiedades conservadas de las células, éstas obviamente 
no pueden ser utilizadas para estudiar aspectos de la estructura y funcíón celu- 
lares que son únícos de eucariotas. Las levaduras, los eucariotas más simples, 
aportan numerosas ventajas experimentales sírnilares a las de E . coli . En con- 
secuencta, las levaduras han proporcionado un modelo crucíal para el estudio 
de muchos de los aspectos fundamentales de la biológia celular eucariota. 

El genoma de la levadura que con más frecuencia se ha estudiado, Saccha- 
romyces cerevisiae, consiste en 12 millones de pares de bases de ADN y con- 
tiene alrededor de 6.000 genes. Aunque el genoma de las levaduras es aproxi- 
madamente tres veces mayor que el de E. coli , resulta más manejable que los 
genomas de eucariotas más complejos, como el de los humanos. Incluso en su 
simpficidad. la cétula de levadura exhĺbe las características típícas de las célu¬ 
las eucariotas (Fig. 1.15): Contiene un núcleodistinto rodeadoporuna membrá¬ 
na nuclear, su ADN genómico esta organizado en 16 cromosomas lineales, y su 
citoplasma contiene un cltoesqueleto y orgánulos subcelulares. 

Las levaduras pueden crecer con facilidad en el iaboratorio y pueden ser 
estudiadas bajo muchos de fos mísmos protocolos genéticos moleculares que 
han resultado satisfactorios con E. coli. Aunque las levaduras no se replican tan 
rápido como las bacterias, se dividen cada 2 horas y pueden crecer fácilmente 
dando lugar a colonias a partir de una sóla célula. Las levaduras se pueden 
utilizar en variedad de manipufaciones genéticas simifares a aquellas que se 
pueden realizar utifizando bacterias. 

Estas características han hecho a las levaduras las células eucariotas más 
accesíbles desde el punto de vista de la biológia molecular, Las levaduras mutan¬ 
tes han resultado importantes para la comprensión de muchos procesos funda¬ 
mentales en eucariotas, incluyendo la replicación del ADN. transcripción, proce- 
samientode! ARN r ensamblaje de proteínas, y ta regulación de la división celular, 
ta! y como díscutíremos en capítulos síguientes. La unidad de la biológia celular 
molecular se presenta čiara debido at hecho de que ios principíos generales de la 
estructura y función celulares revefados por fos estudios de las levaduras se 
pueden aplicar a todas las células eucariotas. 
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Dictyostel i um discoideum 

Dictyostefium discoideum es un moho celular del lodo el cual, como las levadu¬ 
ras, es un euearioía unicelular comparativamente simple El genoma de Dictyoste- 
fium es aproximadamente diez veces mayor que el de E . coíi— más complejo que 
el genoma de las levaduras pero considerablemente más simple que los genomas 
de los eucariotas superiores—. Además, Dictyostefium puede crecer con facílídad 
en el laboratorío y resulta susceptible a una variedad de manipulaciones genéticas. 

Bajo condiciones nutritivas abundantes, Dictyostefium vive como una ame- 
ba de una única célula, que se alimenta de bacterias y levaduras. Es una célula 
móvil, y esta propiedad ha hecho que Dictyostefium sea un modelo impartante 
para el estudio de los mecanismos moleculares responsabíesde los movimien- 
tos de las células animales (Fig. 1.16). Por ejemplo, la introducción de muíacio- 
nes apropiadas en Dictyostefium ha revetado las funciones de varios genes inv 
plicados en la movílídad celular. 

Otra de las características interesantes de Dictyostefium es la habilidad de 
las células únicas para agregarse formando estructuras multicelulares. Si e! su- 
plemento adecuado de comida no está disponible, las células se asocian para 
formar estructuras parecidas a lombrices llamadas babosas, cada una de eílas 
constituida por más de 100.000 células que funcionan como una unidad. Dict- 
yosteliumse sitúa por tanto en la frontera entre los organismos unicelulares y 
multicelulares, proporcionando un modelo importante para los estudios de se- 
ňalización celular e interacciones célula-célula. 

Caenorhabditis elegán s 

Los eucariotas unicelulares Saccharomyces y Dictyostefium son modelos im- 
portantes para el estudio de las células eucariotas, pero entender el desarrollo 
de los organismos multicelulares requiere los análisis expenmentales de plan¬ 
táš y animales, organismos que son mucho más complejos, El nemátodo Cae¬ 
norhabditis eíegans (Fig. 1.17) posee diversas características notables que 
hacen que sea uno de los modelos más utílízados en los estudios de desarrollo 
animal y diferenciación celular. 

Aunque el genoma de C. elegans (aproximadamente 100 millones de pares 
de bases) es mayor que los eucariotas unicelulares, es más simple y más mane- 
jable que los genomas de la mayoria de los animales. Su secuencia ha sido de- 
terminada por completo, revelando que el genoma de C. elegans contíene aproxi¬ 
madamente 19.000 genes —afrededor de tres veces más que el numero de 
genes de levaduras. y un quinto del numero de genes previsíbles en humanoS“-. 
Bioiógícamente, C. efeganse s también un organismo multicelular relativamente 
simple: Las lombrices adultas solamente se componen de 959 células somáti- 
cas, y de i 000 a 2,000 células germinales. Además, C. efegans puede ser repro- 
ducida con facílídad y ser sometida a manipulaciones genéticas en el laboratorío. 

La simplicidad de C. elegans ha permitido que el curso de su desarrollo se 
haya estudiado en detaile mediante observación microscópica. Estos análisis 





Figúra 1.16 

Dyctiostetium discoideum. E sta s foto- 
grafías muestran el movinniento de dos 
amebas durante 40 segundos. {Cortesía 
de Dávid Knecht University of Connectí- 
cut.) 



Ovario Intestino 



Figúra 1.17 

Caenorhabditis elegans . (De J. E. Suls- 

ton y H. R. Horvitz, 1977. Dev. Biof . 56: 
110 .) 


1 mm 
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Figúra 1.18 

Drosophila melanogaster. (Darwin Dal e/ 
Photo Researchers, Inc ) 


han trazado satisfactoriamente el origen embrionario y el Itnaje de todas las 
células en la lombriz aduita. Los estudíos genéticos también han identificado 
algunas de tas mutaciones responsabies de anormalidades del desarrollo, eondu- 
ctendo al aíslamiento y descnpción de genes claves que controlan el desarrollo y 
díferenciación del nemátodo. Cabe destacar que se han encontrado similares 
genes que funcionan en animales complejos (incluyendo humanos), resultando 
C. elegans un importante modelo para los estudíos del desarrollo animal. 

Drosophila melanogaster 

At igual que C, eíegans . la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Fíg 1.18) 
ha sido un modelo de organismo crucial en la biológia del desarrollo. El genoma 
de Drosophila es similar al tamaňodel genoma de C. elegans , pudiéndose man- 
tener y reproducir fácilmente en el laboratorio. Además, el corto ciclo de repro- 
ducción de Drosophila (unas 2 semanas) la convierte en un organismo muy útil 
para los experímentos genéticos. Muchos conceptos fundamentales de la gené- 
tica —como la relación entre genes y cromosomas— se derivaron de los estu- 
dios en Drosophila a prínoipios del siglo veinte (véase el Cap, 3). 

Los exhaustivos análisis genéticos en Drosophila han descubierto muchos de 
los genes que controlan el desarrollo y la díferenciación, siendo los métodos actua- 
les de la biológia molecular los que han permitido el análisis en detaile de las fun- 
dones de estos genes. Como eonsecuencia, los estudíos de Drosophila han permi¬ 
tido avanzar en el entendímiento de los mecanísmos moleculares que gobiernan el 
desarrollo animal. particularmente respecto a la formación del cuerpo de organismos 
multicelulares complejos. Al igual que C. elegans t en vertebrados existen genes 
y mecanísmos similares, vatidando el uso de Drosophila como u no de los mode- 
los experimentales más importantes de la biológia contemporánea del desarrollo. 


Figúra F19 

A rabidopsis thaliana. ( J e re m y B u rge s s/ 

Photo Researchers, Inc.) 



Arabidopsis thaliana 

El estudio del desarrollo y la biológia molecular vegetal es un campo activo y en 
expansión de considerable importancia económica al igual que de interés inte- 
lectúal. Desde que los genomas de las plantas cubren una dimensión de comple- 
jidad comparable a los genomas animales (véase ía Tabla 1 2) f un modelo óptimo 
para el estudio del desarrollo vegetal séria un organismo relativamente slmple 
que poseyera alguna de las ventajas de C. elegans y Drosophila . La pequeňa 
planta con flór Arabidopsis thaliana (Fig. 1.19) recoge estos criterios, por lo 
que se utilíza como modelo para el estudio de ía biológia molecular en plantas, 
Arabidopsis resulta notable por su genoma de tan sólo unos 120 millones de 
pares de bases que contiene aproximadamente 15.000 genes diferentes —una 
complejidad simíiar a la de C. elegans y Drosophila. Ademäs, la Arabidopsis es 
fácil de cultivar en el laboratorio, y ya se han desarrollado métodos para su 
manípufación genétíca molecular. Estos estudíos han llevado a la identíficación 
de genes implicados en varios aspectos del desarrollo vegetal, como es el de- 
sarrollo de las fíores. El análisis de estos genes indica la existencia de numero- 
sas similitudes, pero también diferencias notables, entre los mecanísmos que 
controlan el desarrollo de vegetales y animales, 

Vertebrados 

Los animales más complejos son los vertebrados, incluyendo a los humanos y 
otros mamíferos. El genoma humano se compone aproximadamente de 3 blllones 
de pares de bases —alrededor de 30 veces más que los genomas de C, elegans , 
Drosophila , o Arabidopsis^- y contiene 30-40.000 genes. Además, el cuerpo hu¬ 
mano se compone de más de 200 cŕases diferentes de tipos de células especlaliza- 
das. Esta complejidad hace que los vertebrados sean difíciles de estudiar desde el 
punto de vista de la biológia celular y molecular, aunque la mayoría del interés de 
las ciencias biológicas nace del deseo de entender ef organismo humano. Además, 
entender muchas de las cuestiones sobre la importancia de la práctica inmediata 
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(por ej. Ť en medicína) deben estar basadas en estudíos de células 
humanas (o estrechamente relacionadas). 

Un avance importante en el estudio de células humanas y de 
los mamíferos es eí credmiento de células aisladas en cultivo, don- 
de pueden ser manipuladas bajo condiciones de laboratorio contro- 
ladas. El uso de células cultivadas ha permítido realízar estudios 
sobre diversos aspectos de la biológia celular de los mamíferos, 
induyendo experimentos que han iluminado los mecanismos de la 
replicaeión del ADN, expresión génica, síntesis y procesamiento 
de proteínas, y división celular Además, la habilidad de oultivar 
células en un medio químico defintdo ha permilido realízar estudios 
sobre los mecanismos de seňales que normalmente controlan e! 
crecimiento y la diferenciación celular en el organismo intacto. 

Las propiedades especializadas de algunostipos de células al- 
tamente díferenciadas han hecho de ellas importantes modelos 
para ei estudio de aspectos determínados de la bíoíogía celular. 

Las células musculares, por ejemplo, están altamente especializadas para realí¬ 
zar la contracción, produciendo fuerza y movimíento Debido a esta especializa- 
cíón, las células musculares son un modelo crucial para el estudio del movimíento 
celular a nivel molecular, Otro ejemplo lo propordona las células nerviosas 
(neuronas), que están especializadas en la conducción de seňales electroquí- 
micas a larga dištancia. En humanos, los axones de las células nerviosas pue¬ 
den íener más de un metro de largo, y algunos invertebrados, como el calamar, 
tienen neuronas gigantes con axones de hasta 1 mm de díämetro, Debido a su 
estructura y función tan especializadas, estas neuronas gigantes han sido im¬ 
portantes modelos en el estudio del transporte de iones a través de la membrá¬ 
na, y del papel del citoesqueleto en el transporte de orgánulos citopiasmáticos. 

La rana Xenopus iaevis es u n modelo importante para los estudíos del de- 
sarrollo temprano de los vertebrados, Los huevos de Xenopus son normalmen¬ 
te grandes células, con un diámetro aproximado de 1 mm (Fäg. 1.20). Debido a 
que estos huevos se desarrollan fuera de la madre, todas las etapas del desa- 
rrollo desde el huevo hasta el renacuajo $e pueden estudiar con facilidad en el 
laboratorio. Además, los huevos de Xenopus se pueden obtener en grandes 
cantidades, facilitando el análisis bioquímico. Gracias a estos avances técnicos, 
se ha utiiizado Xenopus ampliamente en estudíos sobre el desarrollo biológlco y 
ha proporcionado importantes descubrimientos en los mecanismos que contro¬ 
lan el desarrollo, diferenciación, y división celular del embrion. 

El pez cebra (Fig, 1.21) posee numerosas ventajas para los estudíos genéti- 
cosdel desarrollo de los vertebrados. Ešte pequeňo pez es fácil de manteneren 



1 mm 


Figúra 1,20 

Huevos de la rana Xenopus iaevis. 

(Cortesía de Michael Danilchik y Kimberly 
Ray.) 



Figúra 1,21 

Pez cebra. (A) Embrión do 24 horas. 
(B) Pez adulto. (A, cortesía de Charles 
Kimrnel, University of Oregon; B r cortesía 
de S. Kondo). 
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Figúra 1.22 

El ratón como modelo del desarroMo 
humano. Niňo y ratón muestran defectos 
similares en la pigmentación (piebaldis- 
mo) como resultado de mutaciones en un 
gen necesario para la migración norma f 
de los melanocitos (células responsables 
de la pigmentación de la piet) durante el 
desarrollo embrionano. (Cortesíade R. A, 
Fleischman, MarKey cancer Center, Uni- 
versity of Kentucky.) 




el laboratorio y se reproduce con rapidez. Además, los embriones se desarro- 
llan fuera de la madre y son transparentes, por lo que las primeras etapas del 
desarrollo pueden ser observadas con claridad. Se han desarrollado métodos 
poderosos para facilitar el aislamiento de las mutaciones que afectan al desa¬ 
rrollo del pez cebra, consiguiendo la itientificación de varios cientos de estas 
mutaciones, Va que el pez cebra es un vertebrado de fäctl estudio, promete ser 
el puente entre los humanos y los sistemas más simples de invertebrados, 
como C ■ elegán s y Drosophlla, 

Entre los mamíferos, el ratón es el más manejable para los analisis genéti- 
cos, lo cual se facilitará con la reciente fínaläzaclón de la secuenciación del ge- 
noma del ratón. Aunque las dificultades técnicas de estudio de la genética del 
ratón (comparada, por ejemplo, a la genética de las levaduras o Drosophlla) son 
inmensas, se han identificado varias mutaciones que afectan al desarrollo del 
ratón. Más importantes aún son, los recientes avances en la biológia molecular 
que han permitido la producción de ratones transgénicos, en los que se han 
introducido genes mutantes específicos en la línea germinal del ratón, por lo 
que sus efectos en el desarrollo u otros aspectos de la funcion celular pueden 
ser estudiados en ei contexto del animal completo. La manejabiiidad del ratón 
como modelo del desarrollo humano se corresponde con el hecho de que las 
mutaciones en genes homólogos dan lugar a defectos del desarrollo similares 
en ambas especies; el piebaldismo es un ejemplo claro (Fig. 1.22), 


Instrumentos de la biológia celular 

Como en todas las ciencias experimentales, la investigación en biológia celular 
depende de los métodos de laboratorio que se puedan utilizar para estudiar la 
estructura y función celulares. Muchos avances importantes sobre el funciona- 
miento de las células han conducido directamente al desarrollo de nuevos mé¬ 
todos de investigación. La apreciación de los instrumentos experimentales dis- 
ponibles para e! biólogo celular resulta por tanto crítica para entender el estado 
actua! y futuro de las direcciones de ešte área de la ciencia que se mueve con 
tanta rapidez. Algunos de los métodos generales importantes de la biológia ce¬ 
lular están descntos en secciones siguientes. Otros avances experimentales, 
que íncluyen los métodos de la bioquímica y de la bíología molecular, se discuti- 
rán en capítulos posteriores. 
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Microscopía óptica 

Debido a que la mayoría de las células son demasiado pequeňas para ser ob- 
servadas a simple vista. el estudio de las células ha dependldo primordiafmente 
del uso del microscopio. Es más, el descubrimlento reál de las células surgió del 
desarrollo del microscopio: Róbert Hooke fue e! primero que acuňo el término 
de «célu!a» siguiendo sus observaciones de una pieza de corcho con un simple 
microscopio óptico en 1665 (Fig. 1.23). Utilizandoun microscopio que ampliaba 
los objetos hasta 300 veces su tamano reál, Antony van Leeuwenhoek, en 1670 
y aňos posteneres, fue capaz de observar diferentes tipos de células. incluyen- 
do esperma, glóbulos rojos T y bacterias. La propuesta de la teória celuiar plarv 
teada por Matthias Schleiden y Theodor Schwann en 1838 debe tomarse como 
el nacímiento de la biológia celuiar contemporánea. Los estudíos microscópicos 
de tejido vegetal por Schleiden y los de tejido animal por Schwann condujeron a 
la misma conclusión: Todos los organismos están compuestos por células. Más 
tarde, se reconoció que las células no se forman de novo sino que emergen 
únícamente por la divtsión de las células preexistentes. Por tanto, la céluia con- 
síguió su actual reconocimiento como la unidad fundamental de todos los orga¬ 
nismos vivos debido a las observaciones realizadas con el microscopio óptico. 

El microscopio óptico contínúa siendo u n ínstrumento básico para los biólo- 
gos celulares, que con mejoras técnicas permiten la visualización de los deta- 
lles aumentados de la estructura celuiar. Los microscopios ópticos contemporá- 
neos son capaces de aumentar los objetos hasta unas mil veces, Dado que la 
mayoría de las células se encuentran entre 1 y 100 /*m de diámetro, pueden ser 
observadas en el microscopio óptico, como pueden ser también algunos de los 
orgánulos subeelulares, como el núdeo, los cloroplastos, y las mitocondrias. 
Sin embargo, el microscopio óptico no es lo sufícientemente poderoso para ob¬ 
servar pequeňos detalles de la estructura celuiar, cuya resolución —la capaci- 
dad de un microscopio para distinguir objetos separados por pequeňas dístam 
C j as — es mucho más importante que el aumento. Las imágenes se pueden 
aumentar tanto como se desee (por ejemplo, mediante la proyeccíón en una 
pantalla grande), pero tal aumento no incrementa el nive! de detaile que se 
puede observar, 

El limite de resolución del microscopio óptico es aproximadamente de 0,2 nm: 
dos objetos separados por menos de esta dištancia aparecen como una única 
imagen T en lugar de distinguirse una de otra. Esta Itmítación teórica de la mi- 



Figura 1,23 

Estructura celuiar del corcho. Una re- 

producción de un dibujo de Róbert Hooke 
de una fárriina de corcho examinada con 
un microscopio óptico. Las «céluias» que 
Hooke observó fueron en realidad las pa- 
redes celulares que quedan cuando las 
células han muerto hace tiempo. 



Figúra 1,24 

Apertura numérica. La luz se enfoca en 
la muestra mediante la lente condensado- 
ra y se recoge en la Jente del objetivo dei 
microscopio. La apertura numérica esta 
determínada por el ängulo del cono de la 
luz que entra en el objetivo de la lente {*) y 
por el índice de refracción del med i o (nor¬ 
mál meňte agua o aceite) entre la lente y la 
muestra. 
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croseopía óptica está determinada por dos factores —la longitud de onda (/) de 
la iuz visíble y el poder de captación de luz de las lentes del microscopio (apertu- 
ra numérica, AN) —de acuerdo con la siguiente ecuación: 


0,61 k 


Resolución - - ’ A t 
AN 


La longitud de onda de la luz visible es de 0.4 a 0,7 /<m r por lo que el valor de / 
se calcula en 0,5 uvr\ para eJ microscopio óptico. La apertura numérica puede pre- 
verše como el tamaňo del cono de luz que entra en la lente del microscopio des- 
pués de pasar a través de la muestra (Fig. 1.24). Esto se obtiene de la ecuación 


AN - i] sen y 


donde r\ es el índíce de refracción del medio a través del cual la luz viaja entre la 
muestra y la lente. El valor de \\ para el aire es de 1,0, pero puede aumentar hasta 
un máximo aproximado de 1,4 utilízando una lente inmersa en aceite para ver la 
muestra a través de una gota de aceite. El ángulo y corresponde a la mitad de la 
anchura del cono de luz recogido por la fente. El valor máximo de y es de 90 , en 
el que el sen a = 1 1 por lo que ef valor más aíto de la apertura numérica es de 1,4. 

El limite teóhco de resolución del microscopio óptico se puede por tento 
calcular de la siguiente forma: 



Resolución = 


Los microscopios capaces de llegar a ešte nivel de resolución se consiguieron 
fabricar a finales del siglo diecínueve; no se pueden esperar en estos aspectos 
nuevas mejoras de la microscopia óptica. 

Rutinariamente se utilizan diferentes tipos de microscopia óptica para estU“ 
diár varios aspectos de la estructura celufar. El más simple es el microscopio 
de eampo luminoso, en el que la luz paša directamente a través de la célula y 
en ef que la habilidad para distinguir las diferentes partes de la célufa depende 
del contraste que se obtiene de la absorción de la luz visible por los componenles 
celulares. En muchos casos, las celu las se tiňen con tintes que reaccionan con 
protemas y ácidos nucleícos para resaltar el contraste entre las diferentes partes 
de la céfula Antes de teňir, las muestras son normalmente tratadas con fijadores 
{como el alcohol, ácido acético, o formaldehído) para estabilizar y conservar sus 
estructuras. El examen de los tejidos fijados y teňidos mediante el microscopio 


Micrografía de campo luminoso de feji- 
do teňido. Sección de un tumor renal be- 
nigno. (G. W, Willis/Servicto de Fotografia 
Biológica.) 


Figúra F 25 
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Figúra 126 

Observación microscópica de células vivas. Microfotografías de células bucales hurna- 
nas obtenidas con (A) campo luminoso, (B) contraste de fases, (C) microscopía de interfe- 
rencia-contraste diferenciál, (Cortesŕa de Mort Abramowitz, Olympus america, Inc.) 

de campo luminoso es la práctica estándar para analizar las muesiras de tejidos 
en los laboratorios histológicos (Fíg, 1,25). Tales procedimientos de tínción ma- 
tan a las células, no obstaňte, y por tanto no resultan apropiados para muchos 
experimeníos en donde se desea una observación de células vivas. 

Sín la tinción, el paso dírecto de la luz no proporciona el contraste suficiente 
para distinguir muchas de las partes de la célula, limitando la utilidad del mícros- 
copio de campo luminoso. No obstaňte, las variaciones ópticas de! mícroscopio 
óptico se pueden utílizar para potenciar el contraste entre las ondas de luz que 
pasan a través de regiones de la célula con diferentes densidades. Los dos méto- 
dos más comunes para la visualizacíón de células vivas son la microscopía de 
contraste de fases y !a microscopia de interferencia-contraste diferencia! 
(Fig, 1.26). Los dos tipos de microscopia utilizan sístemas ópticos que convier- 
ten las variaciones de densidad o grosor entre las diferentes partes de la célula 
en diferencias de contraste que se pueden apreciar en la imagen final. En la 
microscopia de campo luminoso, las estructuras transparentes (como el nú- 
cleo) presentan poco contraste porque absorben pobremente la luz. Si n embar¬ 
go, la luz disminuye cuando paša a través de estas estructuras por lo que su 
fase se altera en comparacíón a la íuz que ha pasado a través del citoplasma 
que las rodea. Las microscopías de contraste de fases y de interferencia-con¬ 
traste diferenciál convierten estas diferencias de fase en diferencias de contras¬ 
te, mejorando de ese modo las imágenes de las células vivas sin tenir, 

El poder del mícroscopio óptico se haextendido mediante el uso de cámaras 
de video y ordenadores para el análisis y procesamíento de imágenes. Tales 
sistemas de procesamlento de imágenes pueden potenciar sustanciaimente el 
contraste de las imágenes obtenidas con el mícroscopio óptico, permitiendo ta 
visualizacíón de objetos pequeňos que de otra forma no hubíeran podído ser 
detectados. Por ejemplo, la microscopia de interferencia-contraste diferen¬ 
cia! video potenciada ha permitido la vísualízación del movimíento de los orgá- 
nulos a lo largo de los mícrotúbulos, que son filamentos de proteínas citoesque- 
látícas con un diámetros de tan solo 0,025 (Fig. 1.27). Sin embargo, esta 
potenciación no consigue llegar al limite teórtco de resolución del mícroscopio 
óptico, aproximadamente 0,2 ;^m, Por tanto, aunque la potenciación por video 
permíte la vísualízación de los mícrotúbulos, aparecen como imágenes turbias a 
menos de 0,2 /<m de diámetro y un mícrotúbulo indivídua! no puede ser distingui- 
do de un haz de estructuras adyacentes. 

La microscopia óptica se ha llevado al nivel del análisis molecular mediante 
métodos que marcan moléculas específicas y que pueden ser visualízadas den- 
tro de las células. Genes específicos o transcritos de ARN se pueden detectar 
mediante hibridación con sondas de ácidos nucleicos de secuencia compíe- 
mentaria, y las proteínas pueden detectarse usando anticuerpos apropiados 
(véase el Cap. 3). Tanto las sondas de ácidos nucleicos como los anticuerpos 
se pueden sehalar con variedad de marcadores que permitan su visualizacíón 
en e! microscopio óptico, permitiendo determinar la loealización de moléculas 
específicas en células individuales. 

La microscopŕa de fluorescencia se utíliza extensamente y es un método 
muy sensible para et estudio de la dístribución intraceluiar de las moléculas (Fig. 
1.28). Se utiliza una tínción fluorescente para marcar las moléculas que intere- 


Figúra 127 

Microscopia de interferencia-contraste diferenciál potenciada con video. El proce- 
samientode una imagen electrónica permite la visualizacíón de microtúbulos individuales. 
(Cortesia de E. D, Salmon. University of North Oarolina, Ghapel H i II.) 
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Figúra 1.28 

Microscopia de fluorescencia. (A) La 

luz pase a través de un filtra de excitación 
para seieccionar la luz de la longitud de 
onda (por ej,, azul) que excita el tinte fluo- 
rescente, Después un espejo dicroico 
desvía la luz excitada hada la muestra. 
La luz fluorescente emitida por la mues¬ 
tra (por ej. ŕ verde) paša a través de un 
espejo dicroico y un segundo filtro (el fil¬ 
tra barrera) para seleccionar la luz de lon¬ 
gitud de onda emitida por el tinte, (B) Mi¬ 
cro graf í a fluorescente de un pufmón de 
tritón en el que ef ADN está teňído de 
azul y los microtúbulos en el citoplasma 
de verde. (Conty S. Rieder/Biologícal 
Photo Service.) 
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san tanto en células fijadas o vivas. La tinción fluorescente es una molécula que 
absorbe la luz a una longitud de onda y emite luz a una segunda longitud de 
onda. Esta fluorescencia se detecta mediante la iluminación de la muestra con 
una luz de una longitud de onda que excíta a! tinte fluorescente, usándose más 
tarde filtros apropiados para deíectar la longitud de onda específica que emite el 
tinte. La microscopía fluorescente se puede utilizar para estudiar una gran va- 
ríedad de moléculas dentro de las células. Una de las aplicaciones más frecuen- 
tes es la seňalización de anticuerpos con tintes fluorescentes dirigidos contra 
una proteína específica, de manera que se pueda determinar la distribudón 
intracelular de la proteína. 

Un avance reciente importante en la microscopía de fluorescenda ha sido el 
empleo de la proteína verde fluorescente (GFP: green fluorescent protein) 
de las medusas para visualizar proteinas en el interior de células vivas. La GFP 
puede fusionarse con cualquier proteína de interes mediante métodos estándar 
de ADN recombinante, y la proteína marcada con GFP puede a continuacíón 
introducirse en células y detectarse por microscopia de fluorescencia, sin nece- 
sidad de fijación y tinción de tas células tal y como se necesitaría para la detec- 
ción de proteinas mediante el uso de anticuerpos, Gracias a su versatilidad, el 
uso de GFP está muy extendtdo en biológia celulan y ha sido empleada para 
seguir la localización y movimientos de una amplia variedad de proteinas en el 
interior de células vivas {Figúra 1.29). 


Figúra 1.29 

Microscopia de fluorescencia de una proteína mar¬ 
cada con GFP, Una proteína mitocondrial fusionada 
con GFP fue íntroducida en células humanas en cultivo y 
visualizada por microscopia de fluorescencia. (Cortesía 
de BD Biosciences CJontech.) 
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Figúra 1,30 

Microscopía confocal. L) n punto de luz es enfocado en la muestra a u na dištancia deter- 
minada, y la luz fluorescente emitida se recoge en un detector. Antes de alcanzar el detec- 
ton la luz fluorescente emitida por la muestra debe pasar a través de una apertura confo- 
cal situada en ef punto en que la luz emitida desde la dištancia elegida de la muestra se 
enfoca, Como resultado, solamente se detecta la luz enfocada emitida desde la dištancia 
elegida del espécimen. 


La microscopia confocal combina la microscopia fluorescente con el análi- 
sis electrónico de la imagen para obtener imágenes tridimensíonales, Un peque- 
ňo punto de luz, normalmente producido por un láser, se enfoca en la muestra a 
una profundidad determtnada, La luz fluorescente emitida se recoge utilizando un 
detector, como una video cárnara. Antes de que la luz emitida alcance el detector, 
esta debe atravesar el agujero de una aguja (llamado apertura focal) situada pre- 
cisamente en el punto donde la luz emitida desde la profundidad elegida de la 
muestra es enfocada (Fig, 1,30). Por tanto, solamente la luz emitida desde el 
piano de enfoque es capaz de alcanzar el detector. El barrido a fo largo de ta 
muestra genera una imagen de! piano de enfoque en dos dimensiones, una ima¬ 
gen mucho más detallada que la obtenida con la microscopia fluorescente habi- 
tual (Fig. L31), Además, es posible fundir una šerie de imágenes obtenidas a 
distintas profundidades para reconstruir una imagen tridimensional de la muestra. 
La microscopia de excítación multifotónica es una alternatíva a la micros- 
copía tridimensional que también puede aplicarse a las células vivas. La muestra 
se ilumina con una luz de una longitud de onda tal que la excítación del tinte 
fluorescente requiera Sa absorcíón simuitánea de dos o más fotones (Fig 1.32), La 
probabiiídad de que los dos fotones exciten símultáneamente al tinte fluorescente 
solamente es importante en el punto de la muestra en el que el laser está enfoca¬ 
do, de tal manera que la fluorescencia sólo se emite desde el piano de enfoque de 
la luz, Esta polente excítación automáticamente proporciona una solución tridi- 
mensional, sín necesídad de que la luz emitida atraviese la apertura de una aguja, 
como en la microscopia confocal. Además, ía localízación de la excítación reduce 
el daňo de la muestra, permitiendo imágenes tridimensionales de células vivas. 
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Microscopia eíectrónica 

Debidoa la limitada resolución del mlcroscopio óptico, el análisis de los detalles 
de la estructura celular ha necesitado una técnica de microscopia mucho más 
poderosas, llamada microscopia electrónica, que fue desarrollada en los aňos 



Figúra 1.31 

Mícrografía confocal de células humanas. Microtúbulos y fíiamen- 
tos de actina aparecen teň i dos con colorantes fluorescentes rojo y ver- 
de, respectivamente. (K. G. Murti/ Visuals Unlimited.) 
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Figúra 1.32 

Microscopia por excitación de dos fo- 
tones. Se requiere la absorción simultá- 
nea de dos fotones para excitar et tinte 
fluorescente. Esto sólo sucede en el punto 
de la muestra donde se enfoca la luz, de 
tal forma que la luz fluorescente sólo se 
emite desde la dištancia elegida de la 
muestra. 
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Figúra 1.33 

Tmción positiva. Mierografía de trans¬ 
misión de electrones de un glóbulo blanco 
teňido positivamente. (Don W. Fawcet/Ví- 
suals Unlimited.) 
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1930 y apficada por primera vez a muestras biológicas por Albert Ciaude, Keith 
Porter y George Palade en los aňos 1940 y 1950. EJ microscopio electrónico 
puede alcanzar una resolución mucho mayor que la obtenida con el microsco- 
pío óptico puesto que la longitud de onda de tos electrones es menor que la de la 
luz. La longitud de onda de los electrones en un microscopio electrónico puede 
ser de hasta 0,004 nm —alrededor de 100,000 veces más corta que la longitud 
de onda de la luz visible—. Teoricamente, esta longitud de onda puede alcanzar 
una resolución de 0,002 nm, pero tal resolucíón no ha podido obtenerse en la 
práctíca, puesto que no soto está determinada por la longitud de onda sino tam- 
bién por la apertura numérica de la lente del microscopio. La apertura numérica 
es un factor limitante para la microscopia electrónica puesto que las propieda- 
des inherentes de Jas lentes electromagnétícas límitan sus ángulos de apertura 
alrededor de 0,5 grados, correspondientes a aberturas numéricas de solo 0,01. 
Por tanto, bajo condtcíones óptimas, el poder de resolución del microscopio 
electrónico es aproximadamente de 0,2 nm. Además, la resolución que se puede 
obtener con muestras biológicas está limítada por la falta de contraste inherente. 
En consecuencia, en muestras biológicas el limite práctico de resolución para ei 
microscopio electrónico es desde 1 a 2 nm, Aunque esta resolución es mucho 
menor que la predicha por la longitud de onda de los electrones^ representa una 
mejora de más de cien veces del poder de resolución del microscopio óptico. 

En ei estudio de las células se uíilizan dos tipos de microscopía electrónica 
—transmisión y barrido. En principio, la microscopia electrónica de transmi- 
síón es similar a la observación de células teňidas con sales de metales pesa- 
dos. que proporcionan contraste medíante los electrones dispersos, Un haz de 
electrones paša a través de la muestra y se enfoca para formar una imagen en 
una pantalia fluorescente. Los electrones que chocan con un ión de metal pesa- 
do cuando pasan por las muestra se reflejan y no contribuyen a la imagen final, 
de tal forma que las zonas teňidas de la muestra aparecen oscuras, 

Las muestras que se van a analízar por microscopia de transmisión de elec¬ 
trones se pueden prepararcon tintes positivos o negativos. En la tinción positi¬ 
va, las muestras de tejido se cortan en secciones finas y se tíňen con sales de 
metales pesados (como el tetróxido de osmio, acetato de uranilo, y citrato de 
plomo) que reaccionan con lípidos, proteínas, y ácidos nucleicos. Estos iones 
de metales pesados se unen a gran variedad de estructuras celulares, que apa¬ 
recen oscuras en la imagen finaí (Fíg. 1,33). Los procedimientos de tinción posi¬ 
tiva también se pueden utilizar para ídentificar macromoléculas específicas 
dentro de las células. Porejemplo, losanticuerpos marcados con metaies pesa¬ 
dos densos en electrones (como partículas de oro) se utilizan con frecuencia 
para determinar la localización subcelular de proteínas específicas con el rni- 
croscopto electrónico. Ešte método es similar al uso de anticuerpos marcados 
con tintes ffuorescentes en la microscopia fluorescente. 
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Figúra 1.34 

Tinción negatíva. Micrografŕa de trans- 
misiórt de electrones de filamentos de ac- 
tina teňidos negatíva meňte. (Cortesía de 
Roger Craig, University of Massachusetts 
Medical Center.) 


La tinción negatíva resulta útil para la visualización de estructuras bíológicas 
intactas, como las bacterias, los orgánuíossubcelulares aislados, y macromolé- 
culas (Fíg. 1 34}- En ešte método T la muestra biológíca se deposita en una lamí-' 
na ľ permitiendo que una gota de metal pesado rodeo su superficie. La muestra 
sin teňír se rodea con una lámina densa en electrones, produciendo una imagen 
en la que ta muestra aparece dara en centra de un fondo oseuro. 

E! sombreado de metal es otra técnica que se utiliza para vísualizar la super- 
ficie de estructuras subeelulares aisladas o macromoléculas en el microscopio de 
transmisión de electrones (Fíg. 1.35). La muestra se cubre con una fina capa de 
metal evaporado. como el platíno. Se pulveriza el metal en la muestra desde u n 
determinado ángulo. de tat manera que las superficies de la muestra que se en- 
cuentran defrente al pulverízador de moléculas de metal evaporadas se cubren 
más que las otras. Esta diferencia de envoľtura crea un efecto de sombra, dan- 
do a la muestra una apariencia tridímensional en las micrografías electrónícas. 

La preparación de las muestras mediante la separacíón por congelación o 
criofractura, en combinación con el sombrado de metal, ha resultado particu- 
larmente importante en los esíudios de la estructura de la membrána. Las mues¬ 
tras se congelan en nitrógeno liquldo (a -196 C) y se separan con el fiľo de un 
bisturí. El proceso con frecuencia separa la bicapa lipídica, mostrando las caras 
interiores de la membrána ceiuiar (Fíg. 1.36). La muestra se sombrea más tarde 
con piati no, y el matéria! biológico se dísuelve en ácido, produciéndose una réplica 
de metal de la superficie de la muestra. El examen de tales réplicas en el micros¬ 
copio electrónico revela muchas alteraciones de la superficie, que corresponden 
a las proteinas que ocupan la bicapa lipídica. Una variacíón de la separacíón por 
congelación llamada grabado por congelación permite la observación de las 
superficies externas de las membranas celulares además de sus caras internas. 



Figúra 1.35 

Sombreado de melal. Micrografía elec- 
trónica de filamentos de actina/miosina 
del citoesqueleto p repa rada mediante 
sombreado de metal. (Don W. Fawcett. J 
Heuser/Phofo Researchers, Inc.) 
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Figúra 1.36 

Separación por congelacióru (A) La se- 

paración por congelación divide !a bícapa 
llpídica, dejando las proteínas embebidas 
en la membrána asociadas a una de las 
dos partes de la membrána. (B) Micrografŕa 
de las membranas plasmätícas de dos cé- 
tulas adyacentes separadas por congeia- 
ción. Las proteínas que cubren la bscapa 
aparecen como partículas intermembrano- 
sas (flecha). (Don W Fawcett/Photo Re- 
searehers, Inc.) 


El segundo tipo de mieroscopia electrónica, a mieroscopia electrónica de 
barrido, se utifiza para obtener una imagen tridimensional de las células (Fíg. 
1,37). En la mieroscopia electrónica de barrido el haz de eleetrones no paša a 
través de la muestra. En su lugar, la superficie de la célula se reeubre de un 
metal pesado, y se utiliza un haz de eleetrones que barre toda la muestra. Los 
eleetrones aislados o emítidos por la superticie de !a muestra se reeogen para 
generar una imagen tridimensional a !a vez que el haz de eleetrones se mueve a 
lo largo de la célula. Debido a que la resolución de la mieroscopia electrónica de 
barrido solo es de unos 10 nm, su uso estä restringido al esiudio de células 
completas en lugar de suborgánulos celulares o macromoléculas. 
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Figúra 1.37 

Mieroscopia electrónica de barrido. Mi- 

crografía electrónica de barrido de un ma- 
erófago. (Dávid PhillipsA/isuaJs Unlimited.) 


S ej t u r a c i ó n subcelular 

Aunque el microscopío electrónico ha permitido una observación detatlada de la 
estructura celular, la mieroscopia en exelusiva no resulta suficiente para definir 
las funcíones de los numerosos componentes de las células eucaríotas. Para 
contestar muchas de las preguntas que atahen a la función de los orgánulos 
celulares, ha sido necesario aisiar a los orgánulos de las células eucaríotas de 
forma que puedan utilizarse para estudios bíoquímicos. Normál meňte esto se 
realiza mediante la centrifugacíón diferencia! —un método desarrollado por Al¬ 
bert Claude, Christian de Duve, y sus colegas en los aňos 1940 y 1950 para sepa- 
rar los componentes de las células de acuerdo con sus tamaňos y densídades, 

El prímer paso en la separación subcelular es ia rotura de la membrána 
plasmática bajo condiciones que no destruyan los componentes internos de la 
célula. Se utilizan difereníes métodos, que incluyen la sonicación (exposición a 
sonidos de alta frecuencia), reducción en un homogenelzador mecánico, o el 
tratamiento con una batidora de alta velocidad. Todos estos procedimientos 
rompen la membrána plasmática y el retículo endoplasmátíco en pequehos 
fragmentos mientras que dejan a otros componentes de la célula (como el nú- 
cleo, lisosomas, peroxisomas, mitocondria, y cloroplastos) intactos. 

La suspensión de las células rotas (llamado lisado u homogeneizado) se 
fracciona en sus componentes mediante una šerie de centrifugacíones en una 
ultracentrífuga que procesa las muestras a una alta velocidad (más de 
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100.000 rpm) para producirfuerzas alrededorde 500,000 veces mayores que la 
gravedad. Esta íuerza determina que los componentes celulares se sitúen al 
fondo del tubo de eentrifugación y que formen un precipitado (proceso llamado 
sedimentación) en un grado que depende del tamaňo y la densidad, sedimen- 
tándose las estructuras más grandes y pesadas con mayor rapídez (Fig. 1,38), 
Normalmente el homogeneizado celular se centrifúga la prímera vez a veloci- 
dad lenta, que sedimenta solamente las células que no se han roto y las gran¬ 
des estructuras celulares —los núcleos, Por tanto, se puede obtener una frac- 
ción rica en núcleos del precipitado que se forma en la eentrifugación a velocidad 
lenta míentras que otros componentes celulares contínúan suspendidos en el 
sobrenadante (el resto de la solución). Ei sobrenadante se centrifúga después a 
velocidad rápida para sedimentar mitocondrias, cloroptastos, lisosomas, y pero- 
xisomas. La recentrifugación del sobrenadante a gran velocidad sedimenta 
fragmentos de la membrána plasmática y del retículo endoplasmático. Una 
cuarta eentrifugación a gran velocidad sedimenta ribosomas, dejando exclusi- 
vamente la porción solubíe del citoplasma (el citosol) en el sobrenadante. 

Las fracciones obtenidas de la eentrifugación diferenciál corresponden a 
preparadones de orgánulos enriquecidas, pero no puras. Se puede obtener un 
mayor nivel de purificacíón mediante la eentrifugación en gradiente de densi- 
dad r en la que los orgánulos se separan mediante la sedimentación en función 
al gradiente de una sustancia densa, como ta sacarosa, En la eentrifugación 
por velocidad, el materiál primario se estratifíca en el gradiente de sacarosa 
(Fig. 1.39). Partículas de diferentes tamaňos se sedimentan por el gradiente en 
díferentes escalas, moviéndose como bandas diseretas. Después de la centrifu- 
gación, la colección de fracciones individuales del gradiente proporetona la in- 
formación necesaría para separar a los orgánulos de tamaňos similares, como 
mitocondrias, lisosomas, y peroxisomas. 

La eentrifugación de equilibrio en gradiente de densidad puede utilfzarse 
para separar componentes subceluiares función de su migración en un gradien¬ 
te de densidad, independientemente de su famaňo y forma En ešte procedi- 
miento, la muestra se centrifúga en un gradiente que contíene una alta concen- 
tración de sacarosa o cloruro de cesio. En lugar de separarse de acuerdo con su 
velocidad de sedimentación. las partículas de la muestra se centrifugan hasta 
que han alcanzado una posición de equilibrio en la que su densidad es igual a la 
de la solución de sacarosa o cloruro de cesto. Estas centrifugaciones de equilt- 
brio resultan útíles a la hora de separar diferentes tipos de membránas y son lo 
suficíentemente sensibles para separar macromoléculas mareadas con diferen¬ 
tes isótopos. Un ejemplo clásico, diseutido en el Gapítulo 3, es el análisis de la 
replicación del ADN mediante la separación de las moléculas de ADN que con- 
tienen isótopos pesados y lígeros de nitrógeno ( 15 N y A N) mediante la centrifu- 
gación de equilibrio en gradientes de cloruro de cesio. 


Crecimiento de las células animales en cultivo 

La habilidad para estudiar las células depende en su mayoría de la facilidad con 
la que pueden crecer y ser manípuladas en el laboratorio. Aunque el proceso es 
íécnicamente m ucho más dífíctl que el cultivo de bacterías o levaduras, una gran 
variedad de células animales y vegetales pueden ser cultivadas y manípuladas 
en cultivo. Los sistemas de cultivo celular in vitro han permitido a los científicos 
estudiar el crecimiento y diferencíación celular, asi como desarrollar manípula- 
ciones genéticas necesarias para entender la estructura y función de los genes. 

Los cultivos de células animales se inician mediante la dispersíón de una 
parte de tejido en una suspensión de sus componentes celulares, que se aňade 
más tarde a una placa de cultivo que contíene un medio nutritivo. La mayoría de 
los tipos de células animales, como los ftbroblastos y las células epiteliales, se 
adhieren y crecen en ia superficie plástica de las placas usadas para el cultivo 
de células (Fig. 1.40). Se utilizan con frecuencia embriones y tumores como 
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Figúra 1.38 

Dŕvisión subcelular Las células se lisan 
y los componentes subcelufares se sepa- 
ran medlante una šerie de centrifugacio- 
nes que van aumentando de velocidad, 
Después de cada centrifugación, fos orgá- 
nulos que han sedimentado en el fondo 
del tuho se recogen en forma de precipita^ 
do solido. El sobrenadante se centrifúga a 
una mayor velocidad para sedimentar el 
sigiíiente orgánulo más grande. 
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Figúra 1.39 

Velocidad de centrifugación en un gra- 
diente de densidad. La maestra descan- 
sa endma de un gradiente de sacarosa. y 
partículas de diíerentes tamaňos šedi- 
mentan a través de! gradiente en forma de 
bandas discretas. Las partículas separa- 
das pueden recogerse en fracciones indi- 
viduales del gradiente, que pueden obte- 
nerse simplemente punzando el fondo del 
tubo de centrifugación y reeogiendo las 
gotas. 
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materiál de iniciación, debido a que contíenen células de crecimiento rápido. 
Los fibroblastos embrionanos crecen particularmente bien en cultivo y en con- 
secuencia son uno de fos tipos de células animales más estudiados. Bajo condi- 
ciones apropíadas, sin embargo, algunas células especializadas también pue¬ 
den crecer en cultivo, permitiendo asi el estudio de sus propiedades en un 
ambiente experimental controlado. Las células madre embrionarias constitu- 
yen un ejemplo especíalmente notable. Estas células se establecen en cultivo a 
partír de embriones tempranos y mantienen su capacidad de diferenciarse en 
todos los tipos celulares presentes en los organismos adultos. En consecuen- 
cia, las células madre embrionarias han representado un pape! importante en el 
estudio de las funciones de una variedad de genes del desarrollo murino, ade- 
más de ofrecer la posibilídad de contribuir al tratamíento de enfermedades hu- 
manas, al constituir una fuente de tejido para las terapias de trasplante. 

El medio de cultivo necesario para la propagación de células animales es 
mucho más complejo que el medio mínimo para sustentar el crecimiento de las 
bacterias y levaduras, Los primeros estudios de cultivo celular utilizaban un me¬ 
dio que consistía en componentes indefinidos, como plasma, suero, y extractos 
embrionarios. Se avanzó aún más en 1955, cuando Harry Eagle describto el 
prímer medio definido que sustentaba el crecimiento de las células animales. 



tOyrm 


Figúra 1.40 

Células animales en cultivo. Microgra- 
fía electrónica de barrido de fibroblastos 
bumanos unidos a la superfide del disco 
de cultivo (Dávid M. Phíllips/Visuals Únii- 
mited) 
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Experimento clave 


Cultivo celu la r ani mal 


Requisitos nutritivos de las céíufas de mamíferos en cultivos de tejidos 

Harry Eagle 

National Institutes of Health, Bethesda, MD 
Science, Votumen 122 , í955, págs. 501-504 


Contexto 

Los primeros cultivos celulares se 
basaban en el crecímiento celular a 
partir de fragmentos de tejido que 
estaban embebidos en coägulos de 
plasma, un sistema de cultivo que 
estaba lejos de ser adecuado para 
el análisis experimentaL A flnales 
de los aňos 1940, uno de los 
mayores avances fue estabfecer 
ííneas celulares que crecian a partir 
de células aisladas adheridas a la 
superficie de las placas de cultivo. 
Pero estas células seguían 
creciendo en un medio indefinido 
que consistía en diversas 
combinaciones de suero y 
extractos embrionarios. Por 
ejemplo, u na de las líneas 
cancerígenas humanas más 
utilizadas (llamada células HeLa) 
se estableció por primera vez en 
1952 mediante su crecímiento en 
un medio que consistía en plasma 
de pollo, extractos de embrión 
ovtno, y suero del cordón umbilícal 
humano, El uso de tal complejo y el 
medio de cultivo indefinido hicieron 
ímposible el análisis de las 
necesidades espedfícas de 
crecimiento de las células 
animales. Harry Eagle fue el 
primero en resolver ešte problema, 
llevando a cabo un análisis 
sistemático de los nutrlentes 
necesarios para sustentar e! 
crecimiento de tas células animales 
en cultivo. 

Experimentos 

Eagle estudió el crecimiento de dos 
líneas celulares preestablecidas: 
las células HeLa y una línea de 
fibroblastos del ratón llamada 
células L Fue capaz de hacer 
crecer a estas células en un medio 
compuesto por una mezcla de 
sales, carbohidratos. aminoácidos, 
y vitaminas, y un 


suplemento de proteínas séricas. 
Mediante la variación sistemática 
de los componentes del medio, 
Eagle fue capaz de determinar los 
nutrlentes específicos necesarios 
para el crecimiento celular. 
Además de sales y glucosa. estos 
nutrlentes incluyen 13 aminoácidos 
y diversas vitaminas. También 
resultaron necesarías una pequeňa 
cantidad de proteínas séricas. El 
medio básico desarrollado por 
Eagle está descrito en la slguiente 
tabla, reproducida de su ensayo de 
1955. 

Impacto 

El medio descrito por Eagle todavía 
resulta el medio básico utilizado 
para los cultivos de 



Harry Eagle 


células animales. Su uso ha 
permitido a los ínvestigadores el 
crecimiento de una bašta variedad 
de células bajo condiciones 
experimentales definidas, las 
cuales han sido críticas para et 
estudio del crecimiento y Sa 
diferendación de las células 
animales, incluyendo la identificación 
de los factores de crecimiento 
presentes en el suero —ahora se 
incluyen polipéptidos que controtan 
el compo rtam tento de las células 
indívtsuales dentro del animal 
intacto—. 


Tabla 4. Medio básico para el cultivo de la célula HeLa y do tos fibroblastos de ratón (10) 


l-am i noáci dos * (mJW) 

Vitaminas t {mM) 

Diversos 

Arginina 

04 

Biet in a 

10- 3 

Glucosa 5 mM§ 

Cisterna 

0.05 (Q,02)t 

Celina 

10' 3 

Penicilina 0,005%# 

Glutamina 

2,0 (1,0)t| 

Ácido fóiico 

10 3 

Estreptomicina 0,005%# 

Htstidina 

0.05 (0,02)* 

Nicotinamida 

10“ 3 

Rojo lenol 0,0005%# 

Isoleucina 
Leu cín a 
Lisina 
Metionina 
Fenilalanina 

0.2 

0,2 (0,1)t 

0,2 (0,1)t 

Q,05 

0,1 (0,05)* 

Ácido pantoténico 
Piridoxal 

Tiamina 

Ribofiavina 

10" 3 

10- 3 

10- 3 

10"“ 

Para estudios de nutrición celular 
Díálisis suero de caballo, 1 %t 
Diálisis suero humano, 5% 

Sales {nM}§ 

Para cultivos de cantidad 

Tmonina 

0,2 (0,1)t 

Suero de caballo completo, 5%+ 

Triptófano 

0,02 (0,01 )f 

NaCI 

100 

Suero humano completo. 10% 

Tirosina 

0,1 

KCI 

5 

Valina 

0,2 (0,1 )t 

NaH,PO„ * H s O 

5 




NaHCG : , 

20 




C 301 . 

1 




Mgcij 

0,5 



* Es conveniente guardarlo en et refrtgerador como una solución única Que cointiene 20 veces la concentración 
indicada de cada aminoáeklo. 

f Para el libroblaslo de ratón 

+ Es conveniente guardarlo como una solución única que contenga 100 o 1.000 veces Ea concentración indicada de 
cada vitamina; mantener congelado. 

§ Es conveniente guardarlo en el refrigeradoren dos sólu dones una que contenga NaCI, KCi, NaH.FO,,, NaHCO^ 
y glucosa diez veces la concentración Indicada para cada una, y la segunda que contenga CaCL, y MgCI 2l 20 veces 
la concentración indicada. 

|| Es conveniente guardarlo eoma una solución 100 m M; congelado cuando no se use. 

# Es conveniente guardarlo como una solución única que contenga 100 veces la concentración indicada d e 
poničil i na. estreptomídna, y roje fenol. 
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Ademäs de sales y glucosa, el medio uíilizado para los cultivos de células aní- 
males contiene varios aminoácidos y vitaminas T que las células no pueden pro- 
ducir por sí mišmaš. El medio de crecimiento de muchas células animales en 
cultivo también incluye suero, que sirve como fuente de factores de crecimiento 
pofipepíídicos que son necesarios para estimular la divisíón celular. Se han 
identificado varios factores de crecimiento. Actuan como reguladores crfticos 
del crecimiento y !a dtferenciación celular en organismos multicelulares, propor- 
cionando seňales mediante las que diferentes células se comunican unas con 
otras. Por ejemplo* una función importante de los fibroblastos de la piel en el 
anímal intacto es la proliferación cuando se necesita reparar el daňo causado 
por un corte o una herida. Su división está desencadenada por un factor de 
crecimiento liberado por las plaquetas durante la coagulación, derivando la estí- 
mulación de la proliferación de los fibroblastos del entorno del tejido daňado. La 
identifícación de los factores de crecimiento individuales ha hecho posible e! 
cultivo de una variedad de células en un medio libre de suero (medio en el que el 
suero ha sido reemplazado por factores de crecimiento específicos necesarios 
para la proliferación de las células en cuestión). 

Los cultivos inidales de células establecidos a partir de un tejido se denomi- 
nan cultivos primaríos (Fíg. 1.41). Las células en un 
cultivo primario normál meňte crecen hasla cubrir la su- 
perfície de la placa de cultivo. Después pueden ser reti- 
radas de la ptaca y reponerse a baja densidad para for¬ 
ma r cultivos secundarios. Ešte proceso se puede 
repetir muchas veces, aunque la mayoría de tas célu¬ 
las normales no pueden crecer en cultivo indefinida- 
mente. Por ejemplo, los fibroblastos humanos norma¬ 
les admíten desde 50 a 100 duplicacíones de la 
población, después de las cuales paran de crecer y 
mueren. Por el contrario, las células que se derivan de 
tumores con frecuencia proliferan indefinídamente en 
cultivo y reciben el nombre de líneas celulares inmor- 
tales. Además, se ha conseguido aislar un importante 
numero de líneas celulares inmortalízadas de roedores 
procedentes de cultivos de fibroblastos normales. En 
lugar de morírcomo la mayoría de sus homólogos, algu- 
nas células de estos cultivos continúan proliferando in- 
defínidamente. formando líneas celulares como aque- 
Has que se derivan de los tumores. Tales líneas 
celulares permanentes han resultado muy útiies para 
muchos tlpos de experimentos ya que proporcionan 
una fuente continua y uniforme de células que pueden 
ser manipuladas, clonadas, y cultivadas indefinida- 
mente en el laboratorio. 

Induso bajo condiciones óptimas, el tiempo de divi¬ 
sión de la mayoría de las células animales que crecen 
activamente es del orden de 20 horas —diez veces 
más largo que ei tiempo de división de las levaduras—. 

Por tanto, los experimentos con células animales culti¬ 
vadas son m ucho más dificiles y más largos que aque- 
ílos con bacterias y levaduras. Por ejemplo, ei creci¬ 
miento de una colonia visible de células animales a 
partír de una sóla célula dura una semana o más, mien- 
tras que las colonias de E. cofi o de levaduras se desa- 
rrollan durante una noche. No obstaňte, las manipula- 
ciones genéticas de las células animales en cultivo 
resuitan índispensables para el entendimiento de la es- 
tructura y función de la célula. 



Las células se eoíocan 
en una placa de cultivo 
con medio nutritivo 



Cuttívo 

primario 



Cultivo 

secundario 
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Figúra 1A2 

Células vegetales en cultivo. Una masa 
indíferenciada de célutas vegetales (un 
callo) creciendo en un medio sólido. (John 
N, A, Lott/Biological Photo Service.) 


Cultivo de células vegetales 

Las células vegetales también pueden ser cultiva- 
das en un medio nutritivo que confenga las moié- 
cuias apropíadas para la regulaeión del crecimien- 
to. Al contrario que los factores de crecimiento 
polipeptídicos que regulan la proliferación de la 
mayoría de las células animales, los reguladores 
del crecimiento de las células vegetales son pe- 
queňas moléeulas capaces de atravesar la pared 
celuíar vegetal. Cuando se suminístran mezclas 
apropiadas con estas molécuias reguladoras del 
crecimiento, muchos tipos de células vegetales pro- 
liferan en cultivo, produciendo una masa de células 
no diferenciadas denominadas callo (Fig. 1.42). 

Es importante tener en cuenta que muchas cé¬ 
lulas vegetales son capaces de farmár cualquiera de los distintos tipos celulares 
y tejidos necesarios para regenerar una planta compíeta. En consecuencia, me- 
diante la manipulación apropiada de nutrientes y de las molécuias reguladoras 
del crecimiento, las células vegetales no diferenciadas en cultivo pueden ser 
inducidas para f or mar variedad de tejidos vegetales, índuyendo raíces, tallos, y 
hojas. En muchos casos, mcluso una planta entera puede regenerarse a partír 
de una sóla célula en cultivo. Además de su interes teórico, la habilídad de 
producir una nueva planta desde una sóla célula manipulada en cultivo hace 
posible la introducción de alteraciones genéticas en las plantas, abriendo ímpor- 
tantes poslbilidades para ia ingeniería genética agrícola. 


Vírus 

Los virus son parásítos intracelulares incapaces de repiicarse por sí mísmos, Se 
reproducen mediante la infección de células huésped y la usurpación de la ma- 
quinaria celular para producir más partículas virales. En sus formas más sim- 
ples, los virus consisten solamente en ácido nucleico genómico (ADN o ARN) 
rodeado de una cubierta proteínica (Fig. 1.43). Los virus son importantes para la 
biológia molecular y celular porque proporcionan sistemas simples que pueden 
ser utilizados para ínvestigar las funcíones de las células, Ya que la replicadón 
de ios virus depende del metabolismo de las células infectadas, los estudios 
sobre virus han revelado muchos de los aspectos fundamentales de la biológia 
celular. Estudios sobre los virus bacterianos contribuyeron sustancialmente a la 
comprension de los mecanismos básicos de ia genética molecular, y fueron los 
experimentos con virus vegetales (con e! virus del mosaico del tabaco) los que 
demostraron por primera vez el potencia! genético del ARN, Los virus animales 


Figúra 1.43 

Estructura de un virus anímaĽ (A) Par- 

ticulas del papílomavirus que contienen 
una pequeňa molécula de ADN circular 
encapsulada en una cubierta de proteínas 
(la cápsida). (B) Micrografía electrónica 
de partículas del virus del papiloma huma- 
no. Se han anadidocolores artificiales. (B. 
Linda Standard/Scrence Photo Library/ 
Photo Researchers, inc.) 


(A) 



ADN Proteínas d e la cápsida 


(B) 



I 

50 nm 
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La enfermedad 

El cáncer incluye un conjunto de 
enfermedades caracterizadas por la 
proiiferación celular mcontrolada. El 
crecimiento de las células animales 
normales está cuidadosamente 
regulado para mantener las 
necesídades del organismo al 
completo Por el contrario, las 
células cancerígenas crecen de 
manera descontrolada, ínvadiendo 
e interfiríendo en la función de 
tejidos y órganos normales. E] 
cáncer es la segunda causa más 
común de muerte (después de las 
enfermedades cardíacas) en los 
Estados Unidos. Aproximadamente 
uno de cada tres amerícanos 
desarrollará cáncer en algún 
momente de su vída y, en espera a 
mejores avances en su tratamiento, 
cerca de uno de cada cuatro 
amerícanos morirá de esta 
enfermedad. Entender ías causas 
del cáncer y el desarrollo de nuevos 
métodos de tratamiento resultan 
por tanto los principales objeíivos 
de la investigación médíca. 

Bases moieculares 
y celulares 

Actualmente sabemos que el 
cáncer es el resultado de 
mutacíones en los genes que 
normál meňte controlan la 
proiiferadón celular. Los 
deseubrimientos fundamentales que 
han conducido a !a Identificación 
de estos genes han surgído de los 
estudios de vírus que causan cáncer 
en animales, el prototipo de los 
ouaíes fue aislado por Peyfon Rous 
en 1911. Rous deseubrió que los 
sarcomas (un cáncer del tejido 
conectivo) en pol los podían 
transmitirse mediante un virus, o 
R S V (siglas en inglés del virus del 
Sarcoma de Rous). Debido a que 
RSV es un retrovirus con un genorna 
de tan solo 10.000 pares de bases, 


Medicína molecular 


Virus y cáncer 


éste pódia someterse a anállsls 
moieculares mucho más fácilmente 
que los complejos genomas de los 
pollos u otras células animales. 
Estos estudios condujeron a la 
identificación de un gen específico 
causante del cáncer (oneogén) 
transportado por el virus, y al 
deseubrimiento de genes 
relacionados en las células normales 
de todas las especies de vertebrados, 
incluyendo a los humanos. Algunos 
cánceres en los humanos se sabe 
que estän causados por vírus; otros 
resultan de las mutaciones en los 
genes de las células normales de 
forma similar al primer oneogén 
identifícado en el RSV. 

Prevención y tratamíento 

Los cánceres humanos que están 
causados por virus incluyen el 
cervical y otros cánceres 
anogenítales (virus del papiloma), 
cáncer de hígado (virus de la 
hepatitis B y C), y algunos tipos de 
linfomas (virus Epstein-Barr y el 
virus humano linfotrópico de las 
células T). Juntos T estos cánceres 
inducidos por virus representan 
alrededor dei 20% de la incidencia 
de cáncer en el mundo. En principio F 
estos cánceres se podrian prevenir 


con vacunas en contra del virus 
responsable, consiguténdose un 
progreso eonsfderable en ešte área 
el desarrollo de una vacuna efectiva 
contra el virus de la hepatitis B. 

Otros cánceres humanos están 
causados por la mufación de genes 
en células normales, muchas de las 
cuales oeurren durante la vida del 
individuo en lugar de heredarse. Los 
estudios sobre los vírus causantes de 
cánceres han proporcionado la 
identificación de muchos genes 
responsables de los cánceres no 
inducidos por vírus, y el entendimiento 
de los mecanismos moieculares 
responsables del desarrollo del 
cáncer. Se están haciende 
verdaderos esfuerzos para utilizar ia 
biológia molecular y celular del cáncer 
para desarrollar nuevos avances en 
su tratamlento. De hecho r la primera 
droga de diseňo eficaz en el 
tratamiento del cáncer humano (la 
droga STI-571, estudiada en el 
capítuto 15) fue desarrollada contra 
u n gen muy similar al oneogén RSV, 

Referencia 

Rous r P 1911. Un sarcoma dei ave de 
corral transmisible por un agente saparabie 
de las células tumorales. J . Exp. Med. 13: 
397-411. 



El tumor trasplantado del que fue aislado el virus del sarcoma de Rous, 


han proporcionado pruebas sensibles para las investigacíones de varias activi- 
dades de las células eucaríotas, 

El rápido crecimiento y el pequeňo tamano de las bacterias hacen de ellas 
un elemento excelente para los experimentos en biologŕa molecular, y los virus 
bacterianos (bacteriófagos) han simplificado el estudio de la genética bactenana. 
Uno de los bacteriofagos más importantes es T4. que infecta y se replica en E. 
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Figúra 1.44 

Placas de bacteriófagos. Las placas de 
T4 son visibles en un tapiz de E, coli. 
Cada placa se forma por la replicación 
de una sóla partícula del vírus. (E. C. S. 
Chen/Vísuals Unlimited.) 


coli. La infección con una sóla partícula de T4 conduce a la lormación de una 
progenie de aproximadamente 200 partículas virales en 20-30 minutos. La célu- 
la infectada inicialmente después estalla (se lisa), liberando las partículas vira¬ 
les al medio, donde pueden infectar a nuevas células. En un cultivo de bacterias 
creciendo en un medio con agar, la replicación de T4 conduce a ia formación de 
una zóna čiara de células lisadas (una placa) en una piancha o <<césped» de 
bacterias (Fíg. 1.44). Si las partículas virales infecciosas son fáciles de reprodu- 
cir y de manipular, los mutantes virales —por ejemplo, vírus que crecerán en 
una cepa de E. coli pero no en otra— son fáciles de aislar, Por tanto, T4 se 
manipula con mayor frecuencia que E. coli en estudios de genética molecular. 
Además, el genoma de T4 es 20 veces menor que e! de E. coli —aproximada¬ 
mente 0,2 millones de pares de bases— lo cual facilita el análisis genético. Otras 
bacteriófagos tienen incluso genomas más pequeňos —el más simple consiste 
en moléculas de ARN de tan solo 3.600 nucleótidos—. Los virus bacterianos han 
proporcionado, por tanto, unos sistemas de experimentación extremadamente 
útiles para la genética molecular. Los estudios de estos virus son los responsa- 
bles del descubrimiento de princípios fundamentales de la bíología molecular. 

Debido al aumento de la complejidad del genoma de las células animales, 
los virus han sido aún más importantes en los estudios de las células animales 
que en los estudios de las bacterias. Muehos virus animales se replican y se 
estudian mediante la formación de placas en los cultivos celulares, mucho más 
que los bacteriófagos, Además, los genomas de los virus animales son simila- 
res en complejidad a los virus bacterianos (variando aproximadamente desde 
3.000 a 300.000 pares de bases), de tal forma que los virus animales son mu¬ 
cho más manejables que los de sus células huésped. 

Existen diversidad de virus animales, cada uno de ellos presentando ADN o 
ARN como materiál genético (Tabla 1.3). Una família de virus animales —los 
retrovirus — contienen genomas de ARN en sus partículas virales pero sintetizan 
una copia de ADN de su genoma en las células infectadas. Estos virus proporcio- 
nan un buen ejemplo de la importancia de los vírus como modelos, ya que los 
estudios de los retrovirus fueron los que demostraron la síntesis del ADN a partir 
de los moldes de ARN —una manera fundamental de transferencia de informa- 
ción genética ahora conocida en células procariotas y eucariotas. Otras ejemplos 
en los que los virus animales han proporcionado modelos importantes para la 
investigación de sus células huésped incluyen estudios de la replicación del ADN, 
transcripción, procesamiento def ARN, y transporte y secreción de proteínas. 

Cabe destacar que la infección por algunos virus animales, en lugar de ma- 
tar a la célula huésped, convierten a una célula normál en una célula cancerosa. 
Los estudios sobre estos virus causantes de cánceres, descritos por prímera 


TABLA 1.3. Ejemplos de virus animales 


Tamano del genoma 

Família del virus Miennbro representativo (miles de pares de bases) 


Genomas ARN 

Picornavirus 

Togavärus 

Flavivirus 

Paramixovirus 

Ortomixovirus 

Retrovirus 

Genomas ADN 

Hepadnavirus 
Papovavirus 
Adenovirus 
Herpes virus 
Poxvims 


Polrovirus 7-8 

Virus de la rubéola 12 

Virus de la fiebre amanlla 10 

Virus del sarampión 16-20 

Virus de la gripe 14 

Virus de la inmunodeficiencia 9 

humana 

Virus de la hepatilís B 3 ŕ 2 

Papilomavirus humano 5-8 

Adenovirus 36 

Vírus del herpes simple 120-200 

Vi rus vacc i n ta 130-280 







C a p ŕ t u I o 1 ♦ Vision global de la célula e investigación celular • 37 


vez por Peyton Rous en 1911, no solo han proporcionado las bases de nuestro 
actual conocimiento del cáncer a nivel molecular y celular, sino que también han 
conducido al descubrimiento de muchos mecanismos moleculares que contro- 
lan el crecimiento y la diferenciación de las células animales. 


RESUMEN 

ORIGEN Y EVOLUCIÓN DE LAS CÉLULAS 

Laprimera célula: Todas las células existentes en la actualidad, procariotas y 
eucariotas, descienden de un único aníepasado. Se cree que la primera célula 
apareció al menos hace 3.800 billones de aňos como resuítado del recubri- 
miento del ARN, capaz de autorreplicarse, en una membrána de fosfolípidos. 

Evolución del metabolismo Las pri meraš reacciones para la creación de 
energia metabólica fueron en forma de glicolisis anaerobia, Después evolu- 
cionó la fotosintesis, seguida del metabolismo oxidativo. 

Actuales procariotas: Los actuales procariotas se encuentran dtvididos en 
dos grupos, las arquebacterias y las eubacterias, que divergen al principio de 
la evolución, 

Células eucariotas: Las células eucariotas, que son más grandes y comple- 
jas que las células procariotas, contienen un núcleo, orgánulos citoplasmäti- 
c os, y un citoesqueleto, Se cree que han evolucionado de una asociación 
simbiótica de las procariotas. 

Desarrollo de los organismos multicelulares Los eucariotas más simples 
son organismos unicelulares, como las levaduras y las amebas. Los organis¬ 
mos multicelulares evolucionaron por la asociación entre los eucariotas unice¬ 
lulares, y la reproducción por división condujo al desarrollo de muchas clases 
de células especializadas que forman las plantas y animales del presente, 

CÉLULAS COMO MODELOS EXPERIMENTALES 

E. coli: Debido a su simplicidad genética y su fácil estudio, las bacterias 
como E. coli resultan particularmente útiles para la investigación de los as- 
pectos fundamentales de la bioquímica y biológia molecular. 

Levaduras: Por ser las células eucariotas más simples, las levaduras son un 
modelo importante para el estudio de diversos aspectos de la biológia celular 
eucariota. 

Dictyostelium discoideum: El eucariota unicelular Dictyostelium se utiliza 
extensamente para el análisis experimental del movimiento celular. 

Caenorhabditis elegans: El nemátodo C. elegans es un organismo multice- 
lular simple que sirve como modelo importante para la biológia del desarrollo. 

Drosophila melanogaster: Debido al análisis genético tan extenso, los es- 
tudios de la mosca de la f ruta Drosophila han conducido a avances superio- 
res en el entendimiento del desarrollo animal. 

Arabidopsis thaliana: La pequeňa planta de flór Arabidopsis se utiliza como 
modelo para los estudios de la biológia molecular de las plantas y su desarrollo. 

Vertebrados: Muchos tipos de células de los vertebrados pueden crecer en 
cultivo, donde pueden ser estudiadas bajo condiciones de laboratorio contro- 
ladas. Los tipos de células especializadas, como las neuronas y las células 
musculares, proporcionan modelos útiles para la investigación de determina- 
dos aspectos de la biológia celular. La rana Xenopus laevis y el pez cebra son 
importantes modelos para el estudio del desarrollo de los primeros vertebra¬ 
dos, y el ratón es la especie de mamífero adecuada para el análisis genético. 


PALABRAS C LÁVE 


célula procaríota, célula eucariota, 
mundo del ARN, fosfolípidos, 
anfi páticos, hidrofobico, hidrofílico 


adenosina S’-trtfosfato (ATP), glicolisis, 
fotosŕntesls, metabolismo oxidativo 


arqueobacterias, eubacterias, 

cia n o bacterias, Escherichia coli [E. coli), 

pared celular, membrána plasmática, 

ribosoma 

núcleo, mitocondria, cloroplasto, 
lisosoma, peroxisoma, vacuola, retículo 
endoplasmético, aparato d e Golgt, 
citoesqueieto, endosimbiosis 


levadura, Saccharomyces cerevisiae, 
seudopodium, célula epitelial, 
fibroblasto, erítroclto, granulocito, 
monocito, macrófago, linfocito, neurón a 


Dictyostelium discoideum 
Caenorhabditis elegans 

Drosophila melanogaster 


Arabidopsis thaliana 

Xenopus faevis, pez cebra, ratón 
fransgénico 
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INSTRUMENTOS DE LA BIOLOGÍA CELU LA R 

Microscopia óptica: Se aplican diversos métodos para visualizarias células 
y las estructuras subcelulares y para determinar !a localización intracelular 
de moléculas específicas usando el microscopio óptico. 


Microscopia eiectrónica: La microscopia electrónica, con una resolución apro- 
ximada cien veces mayor que la del microscopio óptico, se utiíiza para anaiizar 
los detalles de la estrucíura celular. 


resolución, microscopia de campo 
tumínoso, microscopia de fase-contraste, 
m icroscopía interferenc ia-con traste 
diferenciál, microscopia 
interferencia^contraste diferenciál 
potenciada con video, microscopia 
fluorescente, proteina fluorescente verde 
(PFV), microscopia confocal, 
microscopia por excitación muftifotónica 

microscopia de transmisión de 
electrones, sombreado de metal, 
separación por congetadón, microscopia 
eiectrónica de barrido 


Separación subcelular. Los orgánulos de las células eucariotas se pueden ais- 
lar para su análisís bioquímico mediante la centrifugación diferenciál. 


Crecimiento de células ani ma les en cultivo: La propagación de las célu¬ 
las animales en cultivo ha permitido el estudio de los mecanismos que con- 
trolan el crecimiento y !a diferenciación. 

Cultivo de células vegetales: Los cultivos de célufas vegetales se pueden 
diferenciar para formar tipos de células especializadas, en algunos casos, 
pueden regenerar plantas enteras. 

Vírus: Los vírus proporcionan modelos simples para el estudio de la función 
celular. 


centrifugación diferenciál, 
ultracentrifugación, centrifugación en 
gradiente d en s i da d, centrifugación por 
velocidad, centrifugación de equiltbrio 

céiuJa madre embrionaria, cultivo 
primario, línea celular 


callo 


bacteriófago. retrovirus 


Preguntas 

1. ^Qué características fundamentales 
poseen todas las células vivas presentes 
en la Tierra? (Dar al m en os tres). 

2* ^Qué demostraron los experimentos 
de Stanley Miller sobre la formación de 
moléculas orgánícas? 

3. ^Gué tipo de macromolécula es ca- 
paz de dirigir su propía autorreplicacion? 

4 . iPor qué se cree que fa fotosíntesis 
ha favorecido la evolución del metabolis- 
mo oxidativo? 

5. iPor la formación de una membrána 
plasmática semipermeable en torno a un 
grupo de macromoléculas autorreplican- 
tes un paso ta n importante en el origen 
de ta vida? 


6. Díscute las evidencías que apuntan 
que las mitocondrías y los cloroplastos se 
originaron a partir de bacterias que ftie- 
ron internalizadas por el precursor de las 
células eucariotas. 

7. ^Qué resolución se puede obtener 
con un microscopio óptico si la muestra 
se observa al aire en lugarde a través de 
aceite? Asume que la longitud de onda 
de la luz vísibte es 0,5 ^m, 

8. ^Gué ventaja posee el uso de la pro- 
teína verde fluorescente (PFV) sobre el 
empleo de anticuerpos marcados con 
sondas fluorescentes para el estudio de 
la localización y movímienlo de una pro¬ 
teina en el interior celular? 


9. ! d en t íf ica J a s d ist í ntas ca ra cte r í st ícas 
de las propiedades de los orgánulos que 
permiten la separación por centrifugación 
de velocidad en un gradiente de sucrosa 
y centrifugación de equilibrio en un gra¬ 
diente de sucrosa, 

10 . Las levaduras se han utilizado como 
modelos para el estudio de muchos as- 
pectos de la biologŕa de las células euca- 
notas. č Por qué no resultan un modelo 
apropiado para el análisis de los movi- 
mientos celulares animales? 

11. i P° r q y ó es importante la capacitíad 
de cultivar células madre embrionarias? 

12. Diferenciar entre cultivos de células 
príma rias y líneas celulares inmortalizadas. 
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AS CÉLULAS SON ESTRUCTURAS INCREÍBLEMENTE COMPLEJAS V VARIADAS, Ca- 

paces no sólo de auto-replicarse —la propia esencia de la vida— sino 
también de realizar una amplia gama de tareas espedalizadas en orga- 
nismos pluricelulares. Sin embargo, las células siguen las mišmaš leyes de la 
química y la física que determinan el comportamíento de los sistemas inertes. 
En consecuencia, la biológia molecular moderna trala de entender los procesos 
moleculares en términos de reacciones físicas y químicas. 

Ešte capítulo trate los principios fundamentales de la química biológica que 
gobiernan la vida de las células. No pretende ni ser un tratado extenso sobre 
bioquímica ni describir todas las reacciones metabólieas de las células. Más 
bien, el capítulo se centrará en cinco temas príncipates: tipos de moléculas den- 
tro de las células, papel centrál de las proteínas como catalizadores biológicos, 
generación y utilización de energia metabólica, biosintesis de los principales 
componentes celulares y estructura de las membranas biológicas. La conv 
prensión de estos fundamentos quŕmicos constituye la base para entender los 
distintos aspectos de la estructura y función celulares que se tratarán en ešte 
texto. 


Medicína molecular: 
Fenilcetonuria 77 
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Composición molecular de las células 

Las células están compuestas de agua, iones inorgánicos y moléculas que con- 
tienen carbono (orgánlcas). El agua es la molécula más abundante en tas célu¬ 
las, representando el 70% o más de la masa celular totaL En consecuencía, las 
interacciones entre el agua y el resto de fos componentes celulares tienen una 
importancia centra! en la química biológica. La propiedad crítica del agua al 
respecto es que es una molécula polar, donde fos átomos de hidrógeno poseen 
una carga ligeramente positiva y ef oxigeno posee una carga ligeramente nega¬ 
tíva (Fig, 2.1) Debido a su naturaleza polar, las moléculas de agua pueden 
formar enlaces o puentes de hidrógeno entre si o con otras moléculas polares, 
asi como interaccionar con iones cargados positiva o negativamente. Como 
resuitado de estas interacciones, los iones y las moléculas polares son fácil- 
mente solubles en agua (hidrófilas). Por el contrario, las moléculas no polares, 
que no pueden interaccionar con el agua, son escasamente solubles en un me- 
dio acuoso (hidrófobas). En consecuencia, fas moléculas no polares tíenden a 
mínimizar su contacto con el agua relacionándose estrechamente entre sí. 
Como se trata más adelante en ešte capítulo, las interacciones de moléculas 
polares y no polares con el agua y entre si desempeňan papeles cruciales en la 
formación de estructuras biológicas, como las membranas celulares. 
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Figúra 2.1 

Características del agua. (A) El agua es una molécula polar, con una carga ligeramente 
negatíva (ô) en e! átomo de oxígeno y una carga tigeramente positiva (íí + ) en los átomos 
de hidrógeno. Debido a esta polaritíad, las moléculas de agua pueden formar enlaces o 
puentes de hidrógeno (líneas discontinuas) bien entre sí o con otras moléculas polares 
(B) r además de interaccionar con i on es cargados (C), 



Los iones inorgánicos de [a célula, incluyendo el sedia (Na + ), potasio (K + ), 
magnesio (Mg 2 '), calcio (Ca 2+ ) T fosfato (HPO 2 ), cloro (Cľ) y bicarbonato 
(HCO^), constituyen un 1 % o menos de ia masa celular tofal. Estos iones están 
implícados en numerosos aspectos del metabofismo celular, y de ešte modo T 
desempeňan importantes papeles en la función celular. 

Sin embargo, las moléculas orgánicas son los únicos componentes caracte- 
rísticos de las células, La mayoría de estos componentes orgánicos pertenecen 
a una de cuatro clases de moléculas: carbohidratos, Iŕpidos, proteínas y ácidos 
nueleicos, Las proteínas, los ácidos nucleicos, y la mayoría de los carbohidratos 
(polisacáridos) son macromoléculas formadas por la unión (polímenzacíón) de 
cí entos o mi les de precursores de bajo peso molecular: aminoácidos, nudeótí- 
dos o azúcares simpies, respectivamente. Dichas macromoléculas constituyen 
entre el 80% y 90% del peso en seco de la mayoría de las células. Los Iŕpidos 
son el otro constituyente principál de las células. El resto de la masa celular se 
compone de una variedad de pequeňas moléculas, incluyendo los precursores 
macromoleculares. La química básica de fas células puede asi entenderse en 
términos de las estructuras y funciones de cuatro tipos principales de macromo¬ 
léculas orgánicas. 

Carbohidm tas 

Los carbohidratos incluyen a los azúcares simpies y a los polisacáridos. Estos 
azúcares simpies, como la glucosa, son los nutrientes principales de las células. 
Como se trata más adelante en ešte capitulo, su degradacion proporciona no 
solo la fuente de energia celular sino el matéria! iniciál para la síntesis de otros 
componentes celulares. Los polisacáridos son formas de reserva de los azúca¬ 
res y constituyen componentes estructurales de la célufa. Además, los polisacá¬ 
ridos y polímeros más cortos de azúcares actuan como marcadores para una 
variedad de procesos de reconocimíento celular, incluyendo la adhesión entre 
células y el transporte de proteinas a los desíinos interceiulares apropiados. 

La estructura de los azúcares simpies (monosacáridos) más representatF 
va aparece en la Figúra 2.2. La formula bäsica de estas moléculas es {CH 2 0) nT 
a partir de la cual procede el nombre de carbohidrato (C = «carbo» y H 2 G = 
«hidrato»). El azúcar de seis átomos de carbono (n = 6), ia glucosa, es especial- 
mente importante en las células, ya que proporciona la principál fuente de ener¬ 
gia celular. Otros azúcares simpies tíenen entre tres y siete átomos de carbono, 
siendo los azúcares de tres y cinco carbonos los más comunes. Los azúcares 
que contienen cinco o más átomos de carbono pueden ciclarse para formar 
estructuras anulares, que constituyen las formas predominantesde estas molé¬ 
culas dentro de las células. Como se refleja en la Figúra 2.2, los azúcares cicla- 
dos exísten en dos formas altematívas (ilamadas a o /j), dependiendo de la 
configuración del carbono 1. 

Los monosacáridos pueden unírse entre si mediante reacciones de deshh 
dratación, donde se extrae H 2 Q y se unen los azúcares mediante un enlace 
glicosídico o glueosídico entre dos de sus átomos de carbono (Fig. 2.3). Si 
sólo se unen unos pocos azúcares, el polimero resuttante se denomina oligo- 
sacárido. Si se implican un numero elevado (cientos o míles) de azúcares, los 
polímeros resultantes son macromoléculas denominadas polisacáridos. 

Los dos polisacáridos comunes — glucógeno y almidón— son las formas 
de depósito de carbohidratos en las células de animales y plantas respectíva- 
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Figúra 2.2 

Estructura de los azúcares simples. Se ilustran los azúca¬ 
res simples más representativos con tres, cinco y seis ätomos 
de carbono (triosas, pentosas y hoxosas respectivamente). 
Los azúcares con cinco o más átomos de carbono pueden ci- 
clarse para farmár anillos, que existen en dos formas alternati- 
vas (llamadas :* o //), dependíendo de la configuración del car¬ 
bono 1. 
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meňte. Tanto el glucógeno como el almidón estän compuestos completamente 
de moféculas de glucosa en la configuración y (Fig. 2.4). El eniace principál se 
establece entre e! carbono 1 de una glucosa y el carbono 4 de una segunda 
glucosa. Además, tanto el glucógeno como una forma de almidón (amilopecti- 
na) contienen enfaoes ocasionales y. {1 -^6), en los que el carbono 1 de una 
glucosa se une al carbono 6 de una segunda glucosa. Como se ve en la Figúra 
2.4, estos enlaces conllevan a la formación de ramificaciones que resultan de la 
unlón de dos cadenas independientes de enlaces y (1 +4). Estas ramificaciones 
están presentes en el glucógeno y la amílopectína, aunque otra 
forma de almidón (amilosa) es una molécula sin ramificaciones. 

De ešte modo las estructuras del glucógeno y de! almidón 
son similares básícamente, como lo es su función: almacenar 
glucosa. La celulosa, en contraste, tiene una función bien defini- 
da como principál componente estructural de la pared de las cé- 
lulas de las plantas. Quizás sorprendentemente, por lo tanto. la 
celulosa también se compone enteramente de moléculas de glu¬ 
cosa, Los residuos de glucosa de la celulosa, sin embargo, pre- 
sentan una configuración jí en vez de y la celulosa es un poli- 
sacárido no ramifícado (véase Fíg. 2,4). La unión de los residuos 
de glucosa por medio de enlaces //(I >4} en lugar de 3(1—4) 


Figúra 2.3 

Formación de un eniace glucosídico, Dos azúcares simples se unen 
mediante una reacción d e deshfdrataeión (una reacción en la que se 
extrae agua), En el ejemplo ilustrado, dos moléculas de glucosa en la 
configuración y se unen mediante un eniace entre los carbonos 1 y 4, 
que por ello recibe el nombre de eniace glucosídico y (1 -*4), 
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Amiiopectina (almidón) 


Gtucógeno 



Enlaces a (1-6) urien 
dos cadenas en el 
punto de ramifícación. 


La mayoría de los 
residuos es lá n unidos 
por enlaces a (1- 4), 


Celulosa 


occ**”^* 300 ^ - k 


Figúra 2A 

Estructura de los polisacáridos. Los 

polisacáridos son macromGléculas cons- 
tituidas por cientos o miles de azúcares 
si m ples. El glucógeno, el almidón y la ce¬ 
lulosa están todos compuestos única- 
menle por residuos de glucosa. que es¬ 
tán unidos por enlaces glucosídicos y 
(1 -^4) en el glucógeno y el almidón, pero 
por enlaces jl (1 >4) en la celulosa. El 
glucógeno y una forma de almidón (ami- 
lopectma) también presentan ocasional- 
mente enlaces a (1 —6), que sirven como 
puntos de ramifícación al unir dos cade- 
nas independientes y (1 -+4). 



Residuos unidos 
por enlaces [i (1 — 4). 


hace que la celulosa forme largas cadenas lineates que se empaquetan una 
junto a otra para formar fibras con gran fuerza mecánica, 

Además de sus papeles en el almacenamíento de energia y en la estructura 
celular. los oligosacándos y los polisacáridos son importantes en una variedad 
de procesos de seňalización celular. Por ejemplo, los oligosacándos se encuen- 
tran frecuentemente ligados a proteínas, donde funcionan como marcadores 
para dirigir las proteínas a la superficie celular o para incorporarlas a distintas 
organelas subcelulares, Los oligosacándos y los polisacáridos también funcio¬ 


nan como marcadores en la superficie celular, desempeňando importantes pa¬ 
peles en el reconocimiento celular y en las interacciones entre células en los 
tejidos de los organismos plunceluiares. 


Lípidos 

Los lípidos desempeňan tres funciones básicas en las células, Primero. pro- 
porcionan una importante fuente de energia. Después, y de gran ímportancia en 
Sa blología celular, los lípidos son el componente principál de las membranas 
celulares. Y por último, los lípidos desempeňan importantes papeles en la seňa¬ 
lización celular, blen como hormonas esteroideas (p. ej., estrógeno y testostero- 
na), o como mensajeros moleculares que trasladan seňales desde los recepto- 
res de la superficie celular hasia díanas dentro de la célula. 

Los lípidos más simples son los äcidos grasos, consístentes en largas ca¬ 
denas hidrocarbonadas, que con mayor frecuencia contienen 16 o 18 átomos 
de carbono T con un grupo carboxilo (COO ) en un extremo (Fig. 2.5). Los ácidos 
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Palmitato (C 16 ) Estearato (C 18 ) 



Oleato (C 1S ) 



CH 2 
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/CH 2 
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Figúra 2,5 

Estructura de los ácidos grasos. Los 

áddos grasos consisten en fargas cade- 
nas hidrocarbonadas que terminan en un 
grupo carboxilo (COO ). El palmitato y el 
estearato s on ácidos grasos saturados 
que constan de 16 y 18 átomos de carbo- 
no respectivamente. El oleato es un ácido 
graso insaturado de 18 carbonos que con- 
tiene un dobJe enlace entre los carbonos 9 
y 10. Observen que el doble enlace produ- 
ce un acodamiento en la cadena hidrocar- 
bonada. 


Glicerol 


H ? C- 


grasos no saturados contienen uno o más dobles enlaces entre átomos de car- 
bono; en los ácidos grasos saturados todos los átomos de carbono están enla- 
zados al máximo numero de átomos de hidrógeno posible. Las cadenas hidro¬ 
carbonadas largas de ácidos grasos contienen sólo enlaces C-H no polares, 
que son incapaces de interaccionar con el agua. La naturaleza hidrófoba de 
estas cadenas de ácidos grasos es responsable de buena parte del comporta- 
miento de los lípidos complejos, particularmente en la formación de las mem- 
branas biológicas. 

Los ácidos grasos se almacenan en forma de tnglicéridos, o grasas, que 
consisten en tres ácidos grasos ligados a una molécula de glicerol (Fig. 2.6). 
Los tríglícéndos son insolubles en agua y por lo tanto, se acumulan como gotas 
de grasa en el citoplasma, Cuando es necesario, pueden ser degradados para 
su utílización como moléculas procuradoras de energia que se tratan más ade- 
lante en ešte capítulo. Es de destacar que los ácidos grasos son una forma de 
almacenamiento de energia más eficaz que los carbohidratos, produciendo 
más del doble de energia por peso de matéria! degradado, Las grasas, por lo 
tanto, permiten que se almacene energia en menos de la mitad del peso corpo- 
ral que se requeriría para almacenar la misma cantidad de energia en carbohi- 
dratos —una consideraclón particularmente importante para los animales debi- 
do a su movílidad. 

Los fosfolípidos, los principales componentes de las membranas celuía- 
res, se componen de dos ácidos grasos unidos a un grupo polar de cabeza 
(Fig, 2.7). En los fosfoglicéridos, los dos ácidos grasos están ligados a átomos 
de carbono del glicerol, como en los trigliceridos. El tercer carbono del glicerol, 
sin embargo, está ligado a un grupo fosfato, que a su vez está frecuentemente 
unido a otra molécula polar pequeňa, como la colina, la serina, el inositol o la 
etanolamina. La esfingomielina, el único fosfolípido no glicéríco de las mem¬ 
branas celulares. contíene dos cadenas hidrocarbonadas unidas a un grupo po- 
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Figúra 2.6 

Estructura de los triglicéridos. Los trigliceridos (grasas) contienen tres ácidos grasos unidos 
a glicerol. En ešte ejemplo, los tres áddos grasos son palmitato, pero ios trigliceridos con fre- 
cuencia contienen una mezcla de distintos ácidos grasos. 
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Figúra 2.7 

Estructura de los fosfolípidos. Los fosfoglicéridos contienen d os äcidos grasos unidos al 
glicerol. Los ácidos grasos pueden ser diferentes entre sí y se designan R1 y R2, Ei tercer 
carbono del glicerol está ligado a un grupo fosfato (formando ácído fosfatídico), que a su vez 
está frecuentemente unido a otra molécula polar pequeňa (formando fosfatidiletanolamina, 
fosfatidilcolina, fosfatídilserina, o fásfatidilinositol). En la esfingomieiina dos cadenas hidro- 
carbonadas se unen a un grupo polar de cabeza formado por serína en vez de glicerol. 


lar de cabeza formado por serina en vez de glicerol. Todos los fosfolípidos tie- 
nen colas hidrófobas, consistentes en las dos cadenas hidrocarbonadas, y gru¬ 
pos hidrófilos de cabeza, consistentes en el grupo fosfato y sus uníones pola- 
res. Consecuentemente, los fosfolípidos son moiéculas anfipáticas, en parte 
solubles en agua y en parte insolubles. Esta propiedad de los fosfolípidos es la 
base para la formación de membranas biológieas, como ya se detalla más ade- 
lante en ešte capítulo, 

Además de los fosfolípidos, muchas membranas celulares contienen glicolí- 
pidos y colesterol. Los glicolípidos se componen de dos cadenas hidrocarbona- 
das ligadas a grupos polares de cabeza que contienen carbohidratos (Fíg. 2.8). 
Son de esta forma similares a los fosfolípidos en su organización generál como 
moiéculas anfipáticas. El colesterol, por el contrano, consta de cuatro anillos 
hidrocarbonados en vez de cadenas lineales hidrocarbonadas (Fíg. 2.9). Los 
anillos hidrocarbonados son intensamente hidrofobos, pero el grupo hidroxilo 
(OH) unido a un extremo del colesterol es débilmente hidrófilo, asi que el coles¬ 
terol también es anfipático. 

Además de su pape! como componentes de membranas celulares, los lípi- 
dos funcionan como moiéculas de seňalización, tanto dentro como fuera de las 
céíulas. Las hormonas esteroideas (como los estrógenos y la testosterona) 
son derivados del colesterol (véase Fíg. 2.9). Las hormonas son un grupo varia- 
do de mensajeros químicos, todos ellos contienen cuatro anillos hídrocarbona- 
dos a los que se unen grupos funcionales específicos. Los derivados de los 
fosfolípidos también funcionan como mensajeros celulares dentro de las célu- 
las, actuando para transmítir seňales desde los receptores de la superficie celu- 
íar hasta sus díanas intracelulares, que regulan una amplia gama de procesos 
celulares, íncluyendo la proliferación celular, ef movímiento, la supervívencia y 
la diferenciación (véase Cap. 13). 


Glucosa 

(carbohidrato) 



R1 


Figúra 2.8 

Estructura de los glicolípidos. Dos ca¬ 
denas hidrocarbonadas unidas a un grupo 
polar de cabeza formado por serina y que 
contienen carbohidratos (p. ej., glucosa}. 
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Figúra 2.9 

Colesterol y hormonas esteroideas. El 

colesterol, u n importante componente de 
las membranas celulares, es una molécu- 
la anfipática debido a su grupo polar hídro- 
xiio. El colesterol también es un precursor 
de las hormonas esteroideas, como la tes¬ 
tosterona y el estradiol (un tipo de estró- 
geno). Los átomos de carbono ligados a 
los anillos de carbono no están represen- 
tados en esta figúra. 
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Acidos nucleicos 


Figúra 2.10 

Componentes de los ácidos nuciei- 

cos. Los ácidos nucleicos contienen ba- 
ses purínicas y pirimidínicas ligadas a 
azúcares fosforilados. Una base de un 
ácido nucleico ligada sólo a un azúcar es 
un nucleósido. Los nucleótidos además 
contíenen uno o más grupos fosfato. 


Los ácidos nucleicos —ADN y ARN— son las príncipaíes molécuias de informa- 
ción de la célula. El ácido desoxírribonuciéico (ADN) desempeňa un pape! 
único como materiál genétíco. que en las células eucariotas se encuentra en e! 
núcleo. Distintos tipos de ácido ríbonucléico (ARN) participan en distintas ac- 
tivídades celulares. El ARN mensajero (ARNm) transporta información desde 
el ADN a los ribosomas, donde sirve como molde para la síntesis de proteínas, 
Otros dos tipos de ARN (ARN ribosómico y ARN de transferencia) están 
implicados en la síntesis de proteínas, Además otras formas de ARN están im- 
plicadas en el procesamiento y transporte tanto del ARN como de proteínas. 
Además de actuar como una molécula informativa, el ARN también es capaz de 
catalizar diversas reacciones químicas. En las células actuales, estas tnduyen 
reacciones ímplicadas tanto en la síntesis proteíca como en el procesamiento 
del ARN. 


Pufinas 
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Pírimtdinas 
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Figúra 2.11 

Polimerización de los nucleótidos. Un enlace fosfodiéster se forma enlre el grupo 3' 
hidroxilo de un nucleótido y el grupo 5' fosfato de otro. Una cadena polinucleótida tiene un 
sentido con un extremo terminando en un grupo 5' fosfato (el extremo 5 ) y el otro en un 
grupo 3' hidroxilo (el extremo 3 1 ). 



Í0 Óh 


El ADN y el ARN son polímeros de nucleótidos, que consisten en bases de 
purina y pirimidina ligadas a azúcares fostorilados (Fig. 2.10). El ADN contie- 
ne dos purinas (adenina y guanina) y dos pirimidinas (citosina y timina). Ade¬ 
nina, guanina y citosina también están presentes en el ARN, pero el ARN con- 
tiene uracilo en lugar de timina. Las bases están ligadas a azúcares (2 - 
desoxirribosa en el ADN, o ribosa en el ARN) para formar nucleósidos. Los 
nucleótidos además contienen uno o más grupos fosfato ligados al carbono 5' 
de los azúcares de los nucleósidos. 

La polimerización de nudeótidos para formar ácidos nucleicos implica la for- 
mación de enlaces fosfodiéster entre el 5' fosfato de un nucleótido y el 3’ 
hidroxilo de otro (Fig. 2.11). Los oligonucleótidos son pequeňos polímeros 
que contienen sólo unos pocos nucleótidos; los pofinucleótidos mayores que 
componen el ARN y ADN celular pueden contener miies o millones de nucleóti¬ 
dos respectivamente. Es importante seňalar que una cadena polinucleotídica 
tiene un sentido, con un extremo de la cadena terminando en un grupo 5' fosfato 
y el otro en un grupo 3' hidroxilo. Los polinucleótidos siempre se sintetizan en la 
dirección 5' a 3', anadiéndose un nucleótido libre al grupo 3' OH de la cadena en 
formación. Por convención, la secuencia de bases en el ADN o ARN también se 
escribe en la dirección 5' a 3'. 

La información del ADN y de! ARN se transmite por el orden de las bases en 
la cadena polinucleotídica. El ADN es una moiécula de doble hebra que consis- 
te en dos cadenas de polinucleótidos que discurren en direcciones opuestas 
(véase Cap, 3), Las bases se encuentran en la parte interná de la moiécula, y 
las dos cadenas están unidas por enlaces de hidrógeno entre pares de bases 
complementarias. La adenina se aparea con la timina y la guanina con la citosi¬ 
na (Fig. 2.12). La principál consecuencia de ešte emparejamiento complemen- 
tario es que una hebra de ADN (o de ARN) puede actuar como molde para 
dirigir la síntesis de una cadena complementaria. Los ácidos nucleicos son por 
lo tanto excepcionalmente capaces de dirigir su propia auto-replicación, permi- 
tiéndoies funcionar como las moléculas de información fundamentales de la cé- 
lula. La información transportada por el ADN y el ARN dirige la síntesis de pro- 
teínas específicas, que controian la mayoría de la activídad celular. 

Los nucleótidos no sólo son importantes como los ladrillos de conslrucción 
de los ácidos nucleicos; también desempeňan papeles vitales en otros proce- 
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Figúra 2.12 

Emparejamiento complementario entre bases del ácido nucteico. La formación de 
enlaces de hidrógeno entre bases en hebras opuestas de ADN eonduce al apareamiento 
específico de guanina (G) con citosina (C) y de adenina (A) con la timina (T). 
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sos celulares. Quizás el ejemplo más destacado es el adenosín 5' triíosfato 
(ATP), que es la principál forma de energia química dentro de las células. Otros 
nuclečtídos funcionan de manera similar como transportadores de energia o de 
grupos quimicos reactivos en una gran variedad de reacciones metabólicas, 
Además, algunos nucleótidos (p. ej., AMP cíclico) son imporlantes moléculas 
de seňalización dentro de las células (véase Cap. 13). 


Proteínas 


Figúra 2.13 

Estructura de los aminoácidos, Cada 
aminoáctdo consiste en u n átomo de car- 
bono centra! (el carbono z) ligado a un 
átomo de hidrógeno. u n grupa carboxilo, 
un grupo amino : y una cadena latera! es- 
pecífica (denominada R). A pH físiologi- 
co, tanto el grupo carboxilo como el ami- 
no se encuentran ionizados, como se 
muestra en la Figúra, 
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Míentras que los ácidos nucleicos transportan la información genética de la cé^ 
lula, la responsabflidad básica de las proteínas es ejecutar las tareas dírígidas 
por esa información. Las proteínas son las más varíadas de todas las macromo- 
léculas, y cada célula contiene varios miles de proteínas diferentes, que realt- 
zan una amplia gama de funciones. Los papeles de las proteínas incluyen servir 
como componentes estructurales de células y tejidos, actuar en el transporte y 
almacenamiento de pequeňas molécuías (p. ej., , en el transporte de oxígeno 
por la hemoglobíne), transmiíir información entre células (p, ej,, hormonas pro- 
teicas), y proporcionar una defensa f rente a la infección (p, ej,, anticuerpos). La 
propiedad fundamental de las proteínas, sin embargo, es su capacídad para 
actuar como enzimas, que, como se trata en la síguiente sección, catalizan casi 
todas las reacciones químicas en los sistemas biológicos, De ešte modo, las 
proteínas dirigen virtualmente todas las actividades de la célula. La importancia 
centrál de las proteínas en la química bfológica viene determinada por su nom- 
bre, derivado de la palabra griega proteios , que significa «de primer rango». 

Las proteínas son polímeros de 20 aminoácidos distíntos. Cada aminoáci- 
do consiste en un átomo de carbono (llamado carbono x) ligado a un grupo 
carboxilo (COO"), un grupo amino (NH 3 ), un átomo de hidrógeno, y una cadena 
lateral característica (Fig, 2,13), Las propiedades químicas específicas de las 
diferentes cadenas laterales de los aminoácidos determinan los papeles de 
cada amfnoáeido en la estructura y función proteica. 

Los aminoácidos pueden agruparse en cuatro amplías categorías depen- 
diendo de las propiedades de sus cadenas laterales {Fig. 2.14) Diez aminoáci¬ 
dos tienen cadenas laterales no polares que no interaceícnan con el agua. La 
glícina es el aminoácído más simple, con una cadena lateral consistente en un 
sólo átomo de hidrógeno. La alanina, valina, leucina e ísoleucina tienen cade¬ 
nas laterales hidrocarbonadas compuestas por hasia cuatro átomos de carbo¬ 
no. Las cadenas laterales de estos aminoácidos son hidrófobas y de ahí que 
tiendan a localizarse en el interior de las proteínas, donde no se encuentran en 
contacto con el agua. Igualmente. la prolina tiene una cadena lateral hidrocar- 
bonada, pero es la única que en su cadena lateral está ligada al nitrógeno del 
grupo amino asi como al carbono z, formando una estructura cŕclica. Las cade¬ 
nas laterales de dos aminoácidos, ästeína y metionina, contienen átomos de 
azufre. La metionina es bastante hidrófoba, pero la cisterna lo es menos debido 
a s u grupo sulfhidrilo (S H). Como se trata más adelante, el grupo sulfhidrilo de la 
cisteína desempeňa un importante papel en la estructura proteica porque se pue¬ 
den farmár enlaces disulfuro entre las cadenas laterales de dístintos residuos de 
cisteína. Finalmente, dos aminoácidos no polares. fenilalanina y triptótano, tie¬ 
nen cadenas laterales que contienen anillos aromáticos muy hidrófobos. 

Cinco aminoáctdos tienen cadenas laterales sin carga pero polares, Estos 
incluyen la serina, la treonina y !a tirosina, que tienen grupos hidroxilo en sus 
cadenas laterales, asi como la asparragina y la glutamina. que tiene grupos 
amida (O C Nl-y polares. Debido a que las cadenas laterales de estos ami- 
noácidos pueden formar enlaces de hidrógeno con el agua, estos aminoácidos 
son hidrófobos y tienden a localizarse en la parte externá de las proteínas. 

Los aminoácidos lísina, arginina e histidína tienen cadenas laterales con gru¬ 
pos básicos cargados. La lísina y la arginina son aminoácidos muy básicos, y 
sus cadenas laterales están cargadas positivamente dentro de la célula Por lo 
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tanto. son muy hidrótilos y se encuentran en contacto con el agua en la superfi- 
cie de las proteŕnas. La hístidina puede estar sin carga o cargada posítivamente 
a pH fisiológico, asi que con frecuencía desempeňa un pape! actívo en reaccio- 
nes enzimáticas que implican el intercambio de iones hidrógeno, como se 
muestra en el ejemplo de catálisis enzimática tratado en la siguiente sección. 

Por último, dos aminoácidos, el ácído aspártico y el ácido glutámico, tienen 
cadenas iaterales ácidas que terminan en grupos carboxilo. Estos aminoácidos 
están cargados negativamente dentro de la célula y por lo tanto a menudo se 
denominan aspartato y glutamato. Como los aminoácidos básicos, estos ami¬ 
noácidos son muy hidrótilos y habítuaímente se localízan en la superficie de las 
proteínas. 

Los aminoácidos están unidos por enlaces peptídicos entre el grupo a ami- 
no de un aminoácido y el grupo « carboxilo del siguiente {Fig. 2.15). Los polí- 
peptídos son cadenas lineales de aminoácidos, habítuaímente de cientos o 


Figúra 2.14 

Aminoácidos. Se indican las abreviatu- 
ras de tres y una letra para cada aminoáci¬ 
do Los aminoácidos se agrupan en cua- 
tro amplias categorias dependiendo de 
las propiedades de sus cadenas Iaterales: 
no polares, polares, básicas y ácidas. 
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Experimento ciave 


Plegamiento de las cadenas polipeptídicas 


Rotura de reducción de los puentes disulfuro en la ríbonucleasa 

Michael Sefa, Frederick H.White, dr., y Christian B, Anfinsen 

National Institutes of Health, Bedestha, M D 
Science, Votumen 125 , 1957, págs 691-692 


Contexto 

Las proteinas funcionales son 
estructuralmente mucho más 
compfejas que las cadenas 
lineales de aminoácidos. La 
formacíón de enzimas activas o de 
otras proteinas requiere del 
plegamiento de las cadenas 
polipeptídicas en configuraciones 
trldimensionaies precisas. Esta 
diferencia entre las proteinas y las 
cadenas polipeptídicas piantea 
preguntas crueíales con relación a 
la comprensión de la estrucíura y 
función proteiea. ^Cómo se 
eseoge la configuración proteiea 
adecuada de las múltiples 
configuraciones posibles que 
podrían ser adoptadas por u n 
polipéptido, y cuál es la naturaleza 
de la ínformación que dirige el 
plegamiento de las proteinas? 

Los cláslcos experimentos 
realizados por Christian Anfinsen y 
sus colaboradores proporcionan 
respuestas a estas preguntas, 
Estudiando la enzima 
ríbonucleasa, Anfinsen y sus 
colaboradores fueron capaces de 
demostrar que las proteinas 
desnaturalizadas pueden 
replegarse espontáneamente 
adoptando u na configuración 


activa. Por lo tanto, toda la 
información requerida para 
especificar la configuración 
tridimensional correcta de una 
proteína está contenida en su 
secuencia prímaria de 
aminoácidos. Una šerie de estos 
experimentos lievó a Anfinsen a ta 
condusión de que la estrucíura 
tridimensional nativa de una 
proteína se corresponde a su 
conformación termodinámicamente 
más estable, determínada por las 
ínteracciones entre sus 
aminoácidos constituyentes. Las 
observaciones originales que 
condujeron a la formulacíón de ešte 
principio crucial fueron 
comunícadas en ešte artículo de 
1957 por Anfinsen, Michael Sela y 
Fred White, 

Experimentos 

La proteína estudiada por Sela. 
White y Anfinsen era la 
ríbonucleasa bovina, una pequeňa 
proteína de 124 aminoácidos que 
contiene cuafro enlaces disulfuro 
(S-S) entre las cadenas laterales 
de residuos de cisteína. La 
actividad enzimática de la 
ríbonucleasa pódia estar 
determínada por su habilidad para 



Grupos SH 


Resumen de los resuliados de los experimentos 
d e renaturalización. La actividad enzimática 
viene rapresentada como una función del 
número de grupos sulfhidrilo prosení es después 
d e diversos tratamientos. La actividad se 
ex preša como porcentaje d e la actividad de la 
enzima nativa. 

deg radar ARN a nucleótidos, 
proporcionando una evafuación sencilla 
de la función de la proteína nativa, 

Esta actividad enzimática se perdía 
completamente cuando la ríbonucleasa 
se sometía a tratamientos que 
alteraban los enlaces no covalentes (p. 
ej., los enlaces de hidrógeno) o 
desdoblaban los enlaces disulfuro al 
reducirlos a grupos sulfähídrilo (SH). La 
proteína desnaturalizada parecía asi 
estar en una conformación aleatoria 
inactiva. 



,®s ®, 

1-C-C-N- C 
1 l / I I L 
H / H H 


Enlace peptídico 


miles de aminoácidos de longitud. Cada cadena polipeptídica tiene dos extremos 
distintivos, uno terminando en un grupo y amino (el extremo amino, o N terminál) 
y el otro en u n grupo y carboxilo (el extremo carboxi-, o C, terminál). Los polipépti- 
dos se sintetízan desde el extremo amino al carboxilo terminál, y la secuencia de 
aminoácidos en un polipéptido se eseribe (por convención) en el mismo orden. 

La característica definitoria de las proteinas es que son polipéptidos con 
secuencias de aminoácidos específicas. En 1953, Frederick Sanger fue el pri- 


Figura 2.15 

Formaciôn de un enlace peptídico. El grupo carboxilo de un aminoácido se liga al grupo 
amino de ofro 


























Capítulo 2 • Qutmica celular • 53 


Plegamiento de las cadenas polipeptidicas (contínuación) 


Sela, White y Anfinsen observaron, 
aigo crucíal, que ia actividad 
enzimática reaparece si la proteína 
desnaturalizada se incubaba en 
condiciones que permitía a la 
cadena polipéptidica replegarse y 
reformarse a los enlaces disulfuro. 
En estos experimentos se retiraban 
los agentes desnaturalizantes, y la 
enzima inactivada era incubada a 
temperatura ambiente en un 
tampón fisiológico en presencia de 
0 2 . Ešte procedimiento llevó a la 
oxidación de los grupos sulfhidrilo y 
a ta reformación de los enlaces 
disulfuro. Durante ešte procese, la 
enzima recuperó su actividad 
cataiítica, indicando que se había 
replegadoa su configuracíón 
nativa. Debido a que no estaba 
presente ningún otro componente 
celutar, toda la información 
requerída para el plegamiento 
proteico adecuado parecía estar 
contenida en la secuencia pri maria 
de aminoácidos de la cadena 
polipéptidica, 

Impacto 

Experimentos postenores 
defínieron las condiciones bajo las 


que la ribonucteasa 
desnaturalizada recuperaba 
completamente su estructura 
nativa y su actividad enzimática, 
estableciendo la ^hipótesis 
termodinámica* del plegamiento 
proteico —esto es, la estructura 
nativa tridimensional de una 
proteína corresponde a! estado 
termodinámícamente más estabie 
en condiciones flsíológicas. La 
estabilidad termodinámica está 
gobernada por las interacciones de 
los aminoácidos constitutivos, asi 
que la configuracíón tridimensional 
de las proteínas está determinada 
directamente por su secuencia de 
aminoácidos Puesto que el orden 
de los nueleótídos en el ADN 
especifica la secuencia de 
aminoácidos de un polipéptido, se 
deduce que la secuencia de 
nueleótidos de un gen contiene 
toda la información necesaria para 
determinar la estructura 
tridimensional de su producto 
proteico. 

Aunque el trabajo de Anfinsen 
establecíó la base termodinámica 
del plegamiento proteico, 
comprender el mecanísmo de ešte 
proceso contínúa siendo un área 



Chrtstian Anfinsen 


de investigacíón activa. El 
plegamiento proteico es 
extremadamente complejo T y 
todavía somos incapaces de 
deducir la estructura tridimensional 
de una proteína directamente de su 
secuencia de aminoácidos, 
También es importante destacar 
que el plegamiento espontáneo de 
las proteínas in vitro es mucho 
más lento que el plegamiento 
proteico dentro de ia célula, que es 
asistido por enzimas (véase Cap. 
7), El plegamiento proteico 
continúa siendo de ešte modo un 
desafío centrál en la químiea 
biológica. 


mero en determinar la secuencia completa de aminoácidos de una proteína, la 
hormona insulina. Se encontró que la insulina estaba constituída por dos cade- 
nas polipeptidicas, unidas por enlaces disulfuro entre residuos de cisteína (Fig 
2.16). Lo que era más importante, el experimento de Sanger reveló que cada 
proteína consiste en una secuencia especifica de aminoácidos. Las proteínas 


Figúra 2.16 

Sec uencia de amin oáci dos de la insu I ina . La insu I ina contiene dos cade¬ 
nas polipeptidicas, una de 21 y otra de 30 aminoácidos (indieados aquí se- 
gún sus abreviaturas de una letra), Las cadenas laterales de tres pares de 
residuos de cisteína están unidas por enlaces disulfuro, dos de los cuales 
conectan las cadenas polipeptidicas. 
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El caientamiento y el tratamienfo 
con un agente quŕmico reductor 
para romper los puentes disulfuro 
altera la configuración nativa, 



Enlaces disulfuro 



124 


110 


Si la ARNasa desnaturalizada vuelve 
a sus co n di cio nes nativas, se 
replegará esponläneamente 
ad o pt and o s u configuración natural. 



ARNasa nativa 


ARNasa desnaturaltzada 


ARNasa nativa 


Figúra 2. í 7 

Desnaturalización y replegamiento pro- 
teíco. La ribonucleasa (ARNasa) es una 
proteŕna de 124 aminoáddos (indicados 
por números). La proteína normalmente 
está plegada en su configuración natural, 
que contíene cuatro enlaces disulfuro (in¬ 
dicados como círculos pareados que re- 
presentan residuos de cisteína). 



Grupo hemo 


C terminál 


se secuencian actualmeníe utilizando métodos automatizados, y hoy por hoy se 
conoce la secuencia completa de aminoáddos de más de 100.000 proteínas. 
Cada una consiste en una secuencia única de aminoácidos, determinada por el 
orden de los nudeótidos en un gen (véase Cap, 3). 

La secuencia de amínoácidos de una proteína es sólo el primer elemento de 
su estructura, En vez de ser cadenas prolongadas de amínoácidos, las proteí¬ 
nas adoptan configuraciones tridimensionales características que son cruciales 
para su función. Estas configuraciones tridimensionales de las proteínas son el 
resultado de las interacciones entre sus amínoácidos constítuyentes, asi que la 
forma de las proteínas viene determinada por su secuencia de amínoácidos. 
Esto fue demostrado por primera vez por los experimentos de Christian Anfin- 
sen en los que alteró la estructura tridimensional de las proteínas mediante 
tratamientos tales como el caientamiento, que rompen los enlaces no covalen- 
tes —un proceso denominado desnaturalización (Fíg. 2.17)—. Después de !a 
incubación en condiciones más favorables, dichas proteínas desnaturalízadas 
con frecuencia regresan espontáneamente a sus configuraciones nativas. indi- 
cando que estas configuraciones están determinadas directamente por la se¬ 
cuencia de aminoácidos. 

La estructura tridimensional de las proteínas se analiza con mayor fre¬ 
cuencia por crístalografía de rayos X, una técnica de alta resolución que 
puede determinar el ordenamiento de átomos jndividuafes dentro de una mo- 
lécula. Se diríge un haz de rayos X a los cristales de la proteína que se desea 
analízar. y el patrón de rayos X que pasan a través del cristal proteínico se 
detecta en una pehcula de rayos X. A medida que los rayos X chocan contra el 
cristaL son dispersados en patrones característicos determinados por el orde¬ 
namiento de los átomos en la molécula. La estructura de la molécula puede por 
tanto ser deducida a partír del patrón de rayos X dispersados (el patrón de di- 
fraccíón). 

En 1958, John Kendrew fue ei primero en determinar la estructura tridimen¬ 
sional de una proteína, la mioglobina —una proteína relativamente simple de 
153 aminoácidos {Fig, 2.18)—, Desde entonces, se ha analizado la estructura 
tridimensional de varios miles de proteínas. La mayoría, como la mioglobina. 
son proteínas globulares con cadenas polipeptídicas plegadas en estructuras 


Figúra 2.18 

Estructura tridimensional de la mioglobina. La mioglobina es una proteína de 153 
aminoácidos que está implicada en el transporte de oxígeno. La cadena polipeptídica está 
plegada alrededor del grupo hemo que sirve como lugar de enlace de oxígeno. 


N terminál 
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Figúra 2.19 

Estructura securtdana de las proteí- 

n a s. Los ti pos más com u n es de estru ctu ra 
secundaria son la hélice 2 y la hoja /ŕ. En la 
hélice oc t los enlaces de hidrógeno se for¬ 
ma© entre grupos CO y NH de enlaces 
peptidicos separados por Guatro residuos 
de aminoácidos. En la hoja fí, los enlaces 
de hidrógeno conecfan dos partes de una 
cadena polipeptídica que se encuentran 
una junto a otra. Las cadenas laterales de 
los aminoácidos no se muestran. 
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compactas, aunque algunas (como las proteínas estructurales de los tejidos 
conectivos) son largas moléculas fibrosas. El análisis de la estructura tridímen- 
sional de estas proteínas ha revefado varios principios básicos que gobiernan el 
plegamiento proteíníco, aunque la estructura proteica es tan compleja que pre- 
decir la estructura tridimensíonal de una proteína direcíamente a partir de su 
secuencia de aminoácidos es imposible. 

La estructura proteica generalmente se describe en cuatro niveles. La es¬ 
tructura primeria de una proteína es la secuencia de aminoácidos de su cade¬ 
na polipeptídica. La estructura secundaria es el ordena- 
miento regular de aminoácidos dentro de regíones localiza- 
das de! polipáptido. Dos tipos de estructura secundaria, que N terminál 
fueron propuestos por primera vez por Linus Pauling y Ró¬ 
bert Corey en 1951, son particuíarmente comunes: la héli¬ 
ce a y la hoja /ŕ. Ambas estructuras secundarias se mantie- 
nen por enlaces de hidrógeno entre los grupos CO y NH de 
los enlaces peptidicos. La hélice ^ se forma cuando una re¬ 
gión de una cadena polipeptídica se enrolla sobre sí misma, 
con el grupo CO de u n enlace peptidico formando u n enlace 
de hidrógeno con el grupo NH de un enlace pep- 
íídico situado cuatro residuos más abajo de la 
cadena líneal polipeptídica (Fig. 2.19). En con- 
traste, la hoja /í se forma cuando dos partes de 
una cadena polipeptidica se encuentran una jun¬ 
to a otra con enlaces de hidrógeno entre ellas. 

Estas hojas /í pueden formarse entre varías he- 
bras polipeptídicas, que pueden estar orientadas 
bien paralela o antíparatelamente entre sí. 

La estructura terciaria es el plegamiento de 
la cadena polipeptídica como resultado de las in- 
teracciones entre las cadenas laterales de amí- 
noácidos que se encuentran en díferentes regio- 


Figura 2,20 

Estructura terciaria de la ribonuclea- 

sa. Estructura terciaria de la ribonuclea- 
sa. Regiones de estructura secundaria de 
hélices 3 í y hojas [í, conectadas por regio- 
nes lazo, s© ptiegan en la configuración 
nativa de la proteína. En esta representa- 
ción esquemátlca de la cadena polipepti¬ 
dica como un modelo de cinta, las hélices 
-/ esíán representadas como espirales y 
las hojas /> como flechas anchas. 


Región lazo 


Hoja |3 


C terminál 
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Cadenas a 


Grupo hemo Cadenas p 


Figúra 2.21 

Estructura cuatemaria de la hemoglo¬ 
bíne, La hemoglobina se compone de 
cuatro cadenas potipeptídicas, cada una 
de las cuales está ligada a un grupo 
hemo. Las dos cadenas 7 y las dos cade¬ 
nas /í son idénticas 


nes de la secuencia primaria (Fíg. 2.20), En la mayoría de las proteínas, combi- 
naciones de hélices 2 y hojas ji f conectadas por regiones lazo de la cadena 
polípeptídica, se plíegan en estructuras globulares compactas denominadas 
dominios, que son las unidades básicas de la estructura terciaria. Las proíeí- 
nas pequeňas, como la ribonucleasa o la mioglobina, contienen solamente un 
único domtnio; las proteŕnas más grandes pueden contener varios domínios dF 
ferentes, que frecuentemente están refacionadoscon funciones características. 

Un determinante crucial de la estructura terciaria es la localización de los 
aminoácidos hidrófobos en el interiorde la proteŕna y de los aminoácidos hidró- 
filos en la superficie, donde interaccionan con el agua. El interior de las proteF 
nas plegadas está constituidos de ešte modo príncipalmente de aminoácidos 
hidrófobos organizados en hélices x y hojas /i; estas estructuras secundarias se 
encuentran en el centro hidrófobo de las proteínas porque los enlaces de hidró- 
geno neutralizan el carácter polar de los grupos CO y NH de la cofumna verte- 
bral polípeptídica. Las regiones lazo que conectan los elementos de ía estructu¬ 
ra secundaria se encuentran en la superficie de las proteínas plegadas, donde 
los componentes polares de los enlaces peptídicos forman enlaces de hidróge- 
no con el agua o con las cadenas laterales de los aminoácidos hidrófilos. Las 
ínteraccíones entre las cadenas laterales de los aminoácidos polares (enlaces 
de hidrógenoy enlaces iónicos) en la superficie proteica son también importan- 
tes determinantes de la estructura terciaria. Además, los enlaces dísulfuro co- 
valentes entre grupos sulfhidrilo de los residuos de cisterna estabilizan la es¬ 
tructura plegada de muchas proteínas de la superficie celular o de secreción. 

El cuarto nivel de ía estructura proteica, la estructura cuaternaria T consiste 
en las interacciones entre diferentes cadenas polipeptídícas en proteínas com- 
puestas de más de un polipéptido. La hemoglobina, por ejemplo, está compues- 
ta por cuatro cadenas polipeptídícas que se mantienen unidas por el mismo tipo 
de interacciones que mantienen la estructura terciaria (Fíg. 2.21), 

De ešte modo f las características químicas propías de los 20 aminoácidos 
dístintos conducen a una variación considerable en la configuractón tridimensio- 
nal de las proteínas plegadas. En consecuencia, las proteínas constituyen un 
grupo extremadamente complejo y variado de macromoléculas, adaptadas a Ja 
gran variedad de tareas que llevan a cabo en la biológia celular. 


Papel centra! de !as enzimas como catalizadores 
biológicos 

Una tarea ťundamental de las proteínas es actuar como enzimas —catalizado¬ 
res que incrementan la velocidad de prácticamente todas las reacciones quími¬ 
cas dentro de ta célula — * Aunque los ARN son capaces de catalizar algunas 
reacciones, la mayoría de las reacciones biológicas son catalizadas por proteí¬ 
nas En ausencia de catälisls enzimática, la mayoría de las reacciones bioquF 
micas son tan fentas que no ocurnrían en condicíonesde temperatura y presíón 
compatiblescon la vida. Las enzimas aceleran la velocidad de estas reacciones 
muy por encima de un milión de veces, de tal forma que reacciones que tarda- 
rían aňos en la ausencia de catálisis pueden ocurrir en fracclones de segundo si 
son catalizadas por la enzima adecuada. Las células contienen miles de enzi¬ 
mas diferentes, y su actívidad determina cuáles de las múltiples reacciones quí¬ 
micas posibles tienen tugar en la práctíca dentro de la célula. 

Actividad catalizadora de las enzimas 

Como todos los demás catalizadores, las enzimas se earacterizan por dos pro- 
piedades fundamentales. En primer lugar, aumentan la velocidad de las reac¬ 
ciones químicas sin ser consumidas o alteradas permanentemente por ta reac- 
eíón. En segundo lugar, aumentan la velocidad de las reacciones sin alterar el 
equilibrio químico entre sustratos y productos. 
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Estos principios de catálisis enzimátíca se ilustran en el siguiente ejempto, 
en el que una molácula sobre la que actua un enzima (denominada sustrato 
LSj) se convierte en un producto (P) como resultado de la reaeción, En ausen- 
da de enzima, la reaeción puede escribirse como sigue; 

S-P 

El equilibrio químico entre S y Pdepende de las leyes de la termodinämica 
(como se trata más adelante en la siguiente seccíón de ešte Capítulo) y se 
representa como la razón de las velocidades de las reacciones directa e inversa 
(S—P y P->S, respectivamente). En presencia de la enzima apropiada, la con- 
versión de S a P se aceiera, pero e! equilibrio entre S y P no se altera. Por lo 
tanto, la enzima debería acelerar las reacciones directa e inversa igualmente. 
La reaeción puede escribirse como sigue: 


Obsérvese que la enzima (E) no se altera por la reaeción, asi que el equíli- 
brio químico se mantiene inalterado, determinado tan sólo por las propiedades 
termodinámícas de S y P. 

El efecto de la enzima en una reaeción como esta se ilustra mejor por los 
cambios energétícos que deben ocurrirduraňte la conversión de Sa P{Fig. 2.22). 
Ei equilibrio de la reaeción viene determinado por el estado energético final de S 
y P, que no están afectados por la catálisis enzímática, Para que la reaeción 
enzimática pueda producirse, sín embargo, el sustrato debe convertirse primero 
a un estado de mayor energia, denominado estado de transición. La energia 
necesaria para alcanzar el estado de transición (la energia de activación) 
constituye una barrera para el desarrollo de la reaeción, limitando la velocidad 
de la reaeción. Las enzimas (y otros catatizadores) actúan reduciendo la ener¬ 
gia de activación, inerementando de ešte modo la velocidad de la reaeción. El 
ineremento de velocidad es el mismo tanto en la dirección directa como en la 
inversa, ya que ambas deben pasar por el mismo estado de transición. 

La actividad catalitica de las enzimas implica su unión a los sustratos para far¬ 
már un complejo enzima-sustrato (ES). Ei sustrato se une a una región específica 
de la enzima, denominada lugar activo. Mientras está tigado al lugar activo, el sus¬ 
trato se convierte en el producto de la reaeción, que entonces se separa de la enzi¬ 
ma. La reaeción catalízada por enzimas puede por lo tanto escribirse como sigue: 

S+E^ES^E+P 

Obsérvese que E aparece inaiterada en ambos lados de la ecuación, asŕ que 
el equilibrio no se afecta. Sin embargo, la enzima proporciona una superficíe so¬ 
bre la que las reacciones que convierten S en P pueden tener lugar más fácilmen- 
te, Esto es el resultado de las interacciones entre la enzima y sustrato que dismi- 
nuyen la energia de activación y favorecen la formacíón del estado de transición. 



Figúra 2.22 

Diagramas energétícos para reaccio¬ 
nes catalizadas y no cataľizadas. La 

reaeción iiustrada es la conversión simple 
de un sustrato S a un producto P. Debido 
a que e! estado final de energia de P es 
menor que el de S, la reaeción progresa 
de izquierda a derecha. Para que la reac- 
ción tenga lugar T sin embargo, S debe pa- 
sar primero por un estado de transición de 
mayor energia. La energia requerida para 
alcanzar ešte estado d e transición (la 
energia de activación) representa una ba¬ 
rrera al desarrollo de la reaeción y por lo 
tanto determina la velocidad a la que la 
reaeción avanza. En presencia de un ca- 
talizador (p. ej., una enzima), la energia 
de activación disminuye y la reaeción se 
produce a una velocidad acelerada. 


Figúra 2. 23 

Catálisis enzimática de una reaeción 
entre d os sustratos. La enzima propor¬ 
ciona un molde sobre el que los reactan- 
tes se aproxirran en la posición y orienta- 
cíón adecuada para reacctonar entre sí. 
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(B) 



El sustrato y la enzima 
son dislorsionados a 
la conformación del 
estado de transición 



Figúra 2.24 

Modelos de la interacción enzima-sus- 

trato. (A) En ei modelo de la ľlave y la ce- 
rradura, el s u strate encaja perfecta meňte 
en el sitío activo de la enzima. (B) En el 
modelo de ajuste inducido, la unión deí 
sustrato d i sto rs i on a las conformaciones 
tanto de la enzima como del sustrato. Esta 
d i sto rs ión aproxima al sustrato a laconfor- 
macíón del estado de transición, aceleran- 
do de ešte modo ta reacción. 


Mecanismos de catälisis enzimática 

La unión del sustrato al sitio activo de una enzima es una interaccíón muy 
especifica. Los lugares actívos son grietas o hendiduras en la superficie 
de una enzima, habitualmente compuestas de amínoácidos de diferentes 
partes de la cadena polipeptídica que se aproximan con la estructura ter- 
ciaria de la proteína plegada, Los sustratos se ligan inicialmente al lugar 
activo mediante interacciones no covaíentes, incluyendo enlaces de hi- 
drógeno, enlaces iónicos e interacciones hidrófobas. Una vez que el sus¬ 
trato está unido al lugar activo de una enzima, múltiples mecanismos pne- 
den acelerar su conversión en el producto de la reacción. 

Aunque ešte sencillo ejemplo tratado en la sección anterior implicaba 
una unica molécula de sustrato. la mayoría de las reacciones bioquimicas 
tmplican interacciones entre dos o más sustratos diferentes. Por ejemplo, 
la formacíón de un enlace peptídico implica la unión de dos aminoácidos. 
Para reacciones como esta, la unión de dos o más sustratos al lugar acti¬ 
vo en la posicíón y onentación adecuada acelera ía reacción (Fig. 2.23). 

La enzima proporcíona un molde sobre el que los reactantes se aproxi¬ 
man y se orientan correctamente para favorecer la formacíón del estado de 
transición en el que interactúan. 

Las enztmas también aeeleran las reacciones alterando la conformación de 
sus sustratos para acercarse al del estado de transición, El modelo más sencillo 
de interacción enzima-sustrato es el modelo de la llave y la cerradura, en el 
que el sustrato encaja perfectamente en el sitio activo (Fig. 2.24). En muchos 
casos, sin embargo, las configuraciones tanto de la enzima como del sustrato 
son modifäcadas por la unión del sustrato —un proceso denominado ajuste in- 
ducido —. En esfos casos la conformación del sustrato se altera de tal forma 
que se asemeja más a la del estado de transición, El estrés producido por esta 
distorsión en el sustrato puede facilätar aún más su conversión hasta alcanzar el 
estado de transición debilitando enlaces cruciales. Además, el estado de transi¬ 


ción se estabiliza por su estrecha unión a la enzima, disminuyendo de ešte 
modo la energia de actívación requerida. 

Aparte de reunir múltiples sustratos y distorsionar la conformación de los 
sustratos para aproximarlos al estado de transición. muchas enzimas participan 
directamente en el proceso catalítico. En estos casos, las cadenas laterales 
específicas de amínoácidos en el sitio activo pueden reaccionar con e! sustrato 
y formar enlaces con intermediarios de la reacción. Los aminoácidos ácidos y 
básicos están frecuentemente implieados en estos mecanismos catalfticos, 
como se demuestra en la siguíente diseusión sobre la quimotripsina como un 
ejemplo de catálisis enzimática. 


Figúra 2.25 

Ligamiento del sustrato por las se* 
rín proteasas, Ef aminoácido adya- 
cente al enlace peptídico que šerá rote 
se inserta en un «bolsillO” en el sitio 
activo de la enzima. En la quimotripsi- 
na, el bolstllo liga aminoácidos hidrófo- 
bos; el bolsillo de unión de la tripsina 
contiene un residuo de aspartato car- 
gado negativamente que liga aminoá- 
cädos básicos mediante una interac¬ 
ción iónica. 



Enlace peptídico 
ŕ que šerá escindido 


—N—C —C^N — 
H i H 



H O 

I II 

-N-C-C-N- 


Interaceión hidrofóbica 


Interacción iónica 
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Figúra 2.26 

Mecanísmo catafítieo de la quimiotnp- 
srna. Tres aminoácidos en el sitio activo 
(Ser-195, His-57 y Asp-102) desempeňan 
papeles cryciales en la catálisís. 


La quimotripsína es miembro de 
una famifia de enzimas (las serín pro- 
feasas) que digieren las proteŕnas ca- 
talizando la hidrolisís de los enlaces 
peptídicos. La reacción puede escríbiľ’- 
se como sigue; 

Proteína + H 2 O -+ Péptido, + Péptido 2 

Los diferentes miembros de la famí¬ 
lia de las serin proteasas (incluyendo 
quimotripsína, tripsina, elastasa y trom- 
blna) tienen especifícidades de sustra- 
to caracteristlcas; rompen preferente- 
meňte enlaces peptídicos adyacentes 
a diferentes aminoácidos. Por ejem- 
plo f mientras que la quimotripsína di- 
gíere enlaces adyacentes a aminoáci¬ 
dos hidrófobos, como el triptófano y la 
fenifalanina, !a tripsina digiere enlaces 
junto a aminoácidos básicos, como la 
lisina y la arginina. Todas las serin pro¬ 
teasas, sin embargo, son similares en 
estructura y emplean el mismo meča- 
nismo de catálisis. Los sitios activos 
de estas enzimas contienen tres ami- 
noácídos cruciales —serina, histidina y 
aspartato— que conducen la hidrólísis 
del enlace peptídíco. En verdad. estas 
enzimas se denominan serin protea¬ 
sas debido al papel centrál del residuo 
de serina. 

Los sustratos se ligan a las serin 
proteasas mediante la insercion del 
aminoácido adyacente al sitio de corte 
en un bolsillo en el lugar activo de la 
enzima (Fíg. 2.25). La naturaleza de 
ešte bolsillo determina la especifícidad 
de sustrato de los diferentes miembros 
de la família de las serin proteasas. 
Por ejemplo, et bolsillo de unión de la 
quimotripsína contiene aminoácidos 
hidrófobos que interaccionan con las 
cadenas faterales hidrofóbicas d e sus 
sustratos preferidos. En contraste. ei 
bolsillo de unión de la tripsina contiene 
un aminoácido cargado negativamen- 
te (aspartato), que es capaz de formar 
un enlace iónico con residuos de argi¬ 
nina o de lisina de sus sustratos. 




N terminál ^ 

4 } 


Sitio de corte 


C terminál 


La Ser-195 transfiere un LT a la 
His-57 y forma un intermedíario o 
estado tetrahédrico d e transición 
con el sustrato. El Asp-102 
estabiliza la transŕerencia del H + 
a la His-57 mediante una 
interacción iónica 



N terminál ^ 
% 


C terminál 


Péptido libre 


El H + transferido de la 
His-57 al sustrato; ruptura 
del enlace peptídico 



N terminál 


Entra H 2 0 en el sitio activo 
formando u n enlace de hídrógeno 
con la His-57 
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La union del sustrato sítúa al enlace peptídico para ser desdoblado cercano 
a la serina de! lugar activo (Fig. 2.26). El protón de esta serina entonces se 
transfiere a la histidlna del lugar activo La conformadón del lugar activo Ťavo- 
rece esta transferencia de protones porque la histidina interacciona con el re- 
siduo de aspartato cargado negativamente. La serina reaccíona con el sustra¬ 
to, formando un intermediario o estado de transición tetrahédrico. El enlace 
peptídico entonces se desdobla, y la porctón C-terminal del sustrato se libera de 
la enzima. Sin embargo, el péptido N-terminal permanece unído a la serina. 
Esta situación se resuelve cuando una molécula de agua (el segundo sustrato) 
entra en el sitio activo y revierte tas reacciooes precedentes. El protón de la 
molécula de agua se transfiere a ta histidina, y su grupo hidroxilo al péptido, 
formando un segundo estado de transición tetrahédrico. El protón se transfiere 
entonces de la histidina de vuelta a la serina, y el péptido se libera de la enzima, 
completando la reacción. 

Ešte ejemplo ilustra díversos aspectos de la catálisis enzimätica; la especifi- 
ctdad de tas interacciones enzima-sustrato, la colocación de las distintas molé- 
culas de sustrato en el sitio activo, y la implicación de los residuos del sitio activo 
en laformación y estabilización del estado de transición. Aunque miles de enzí- 




Figura 2:27 

Papel det NAD + en las reacciones de óxido-reduc- 
ción. (A) El nicotinamín adenín dinucleótido (NAD 4 ) actúa 
como un transportador de electrones en las reacciones de 
óxl do-red u ccíó n aceptando electrones (e - ) para forma r 
NADH. (B) Por ejemplo, el NAD + puede aceptar electrones 
de un sustrato (SI), produciendo SI oxidado más NADH. 
El NADH formado en esta reacción puede entonces trans- 
ferirsus electrones a un segundo sustrato (S2), produden- 
do S2 reducido y regenerando NAD*. El efecto neto es la 
transferencia d e electrones (transportados por NADH) d e 
SI (que se oxŕda) a S2 (que se reduce) 
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TABLA 2.1. Ejemplos de coenzimas y vitaminas 

Coenzíma Vitamina reladonada Reacctón química 


NAD 4 , NADP t 
FAD 

Tiamina pirofosfato 
Coenzima A 
Tetrahidrofolato 
Biotina 

Piridoxal fosfato 


Niacina 

Riboflavina (B ? ) 
Tiamina (B,) 
Rantoténico 
Folato 
Biotina 
Piridoxal (B s ) 


Óxido-reducción 

Óxido-reducdón 

Transferencia de grupos atóehido 
Transferencia de grupos acilo 
Transferencia de grupos de u n carbono 
Carboxilación 
Transaminacľón 


mas en las células catalizan muchos diferentes tipos de reacciones químicas, 
fos mismos principios básicos se aplican a su fundonamiento. 


Cmazimas 


Además de unir a sus sustratos, los lugares activos de muchas enzimas lígan 
otras pequeňas molécuias que partíeipan en la catálisis, Los grupos prostéticos 
son pequeňas molécuias unidas a proteínas en las que desempeňan papeles 
crudales. Por ejemplo, el oxígeno transportado por la míoglobina y la hemoglobín 
na está unido al hemo Ť un grupo prostétíco de estas proteínas. En muchos casos 
iones metáíicos (como el cinc o el híerro) están unidos a enzimas y desempeňan 
papeles centrales en el proceso calalítico. Además, varias molécuias orgánicas 
de bajo peso molecufar partidpan en tipos especifícos de reacciones enzimáti- 
cas. Estas moíéculas se denomínan coenzimas porque trabajan junto con las 
enzimas para aumentar la velocidad de reacción. A diferencia de los sustratos, las 
coenzimas no se alteran de forma irreversible por las reacciones en las que partici- 
pan. Más bien, se reciclan y pueden participar en múltiples reacciones enzímáticas. 

Las coenzimas sirven como transportadores de distintos tipos de grupos 
químicos, Un ejemplo ímportante de una coenzima es el nicotinamín adenin 
dinucleotido (NAD 4 ), que funciona como transportador de electrones en reac¬ 
ciones de óxido-reducción (Fig. 2.27). El NAD 4 puede aceptar un ión de hidro- 
geno (H 4 ) y dos electrones (e ) de un sustrato, formando NADH. El NADH pue¬ 
de entonces donar estos electrones a un segundo sustrato, reformando NAD 4 . 
De ešte modo, el NAD' transfiere electrones del prtmer sustrato {que se cxida) 
al segundo (que se reduce). 

Otras coenzimas diversas también actúan como transportadores de electro¬ 
nes, e incluso otras estän implicados en la transferencia de una varíedad de 
grupos químicos adicionales (p. ej., grupos carboxilo y grupos acílo; Tabla 2,1) 
Las mišmaš coenzimas funcionan junto a una variedad de diferentes enzimas 
para catalizar la transferencia de grupos químicos espedficos entre una amplia 
gama de sustratos. Muchas coenzimas están estrechamente relacionados con 
las vitaminas, que contribuyen a formar parte o toda la estructura de la coenzí¬ 
ma. Las vitaminas no son necesarias para bacterias como E. co//pero son com- 
ponentes necesarios de la diéta de los humanos y otros animales superiores, 
que han perdido la capacidad para sintetizar estos compuestos. 

Reguláciou d e la udivili ad enzimática 

Un aspecto importante de la mayoría de las enzimas es que sus actividades no 
son constantes, pero en cambio pueden ser moduladas. Esto es, las activida¬ 
des de ias enzimas pueden ser reguladas de tal forma que funcionan adecuada- 
mente para cubrir las diversas necesidades fisíotógicas que pueden surgir du- 
raňte el delo ceiuiar 

Un tipo frecuente de regulación enzimática es la inhibición por retroali- 
mentación, en la que el producto de una vía metabólica inhibe la actividad de 


Figúra 2.28 

Inhibición por retroalimentación. El 

primer paso en la conversión de treonina 
a isoleucina es catalizado por la enzirria 
treonina desaminasa. La actividad de 
esta enzinna está inhibída por la isoleuci¬ 
na, el producto final de la vía. 
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Figúra 2.29 

Regulación alostérica. En ešte ejemplo, 
la actividad enzimática es inhibída por la 
unión de una motécula reguladora a un si- 
tio alostérico, En ausencia del inhibidor, el 
sustrato se une al sitio activo de la enzima 
y la reacción progresa. La unión del ínhĺbn 
der al sitio alostérico induce un cambío 
conformacionaE en la enzima e impide la 
unión del sustrato, La mayoría de las enzi- 
mas alostéricas constan de múltiples su- 
bunidades. 


A c tí v o 


inactivo 



Sustrato unido 
al sitio activo 



Inhibidor unido 
al sitio alostérico 


una de las enzimas implicadas en su síntesis. Por ejemplo, el aminoácido iso¬ 
leucina se sintetiza a través de una šerie de reacctones comenzando por e! 
aminoácido treonina (Fig. 2,28). El primer paso de la vía está catalizado por la 
enzima treonina deaminasa, que es inhibida por la isoleucina, el producto final 
de la vía. De ešte modo, una cantidad adecuada de isoleucina en la célula inhi- 
be la treonina desaminasa, bloqueando una síntesis mayor de isoleucina. Si la 
concentración de isoleucina disminuye, la inhibtción por retroalimentación dis- 
minuye, la treonina desaminasa ya no se inhtbe, y se sintetiza isoieucina adicio- 
nal. Reguíando de ešte modo la actividad de ia treonina desaminasa, la célula 
sintetiza la cantidad necesaria de isoleucina pero evita desperdiciar energia en 
la síntesis de más isoleucina de la necesaria. 

La inhibición por retroalimentación es un ejemplo de la regulación alostéri¬ 
ca, en la que la actividad enzimática se controla por la unión de molóculas pe- 
queňas a los lugares reguladores de la enzima (Fig. 2.29). El término «regu- 


H |l Fosfonlación de proteinas H II 



Figúra 2.30 

Fosforilacíón de proteínas. Afgunas en¬ 
zimas están regulatías por la adición de 
grupos fosfáte a los grupos OH de las cade- 
nas laterales de residuos de serina (como 
se muestra aquí), treonina o tirosína. Por 
ejemplo. la enzima glucógeno fosforilasa, 
que cataliza la eonversión del glucógeno a 
glucosa-1 -fosfato, es activada porfosfori- 
lación en respuesta a la unión de epinefri- 
na a las células musculares. 


Giucogeno 

fosforilasa 
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lación alostéríca>> deriva del hecho de que las moléculas reguladoras no se unen 
al sítio catalítico, sino a un sitio específico en la proteína (allo=« otro>> y steric=«st- 
tiO”)- La unión de la molécula reguladora cambia la conformación de la proteína, lo 
que a su vez altera la forma del sitio activo y la actividad catalítica de la enzima. En 
el caso de la treonina desaminasa. el ligámiento de la molécula reguladora (isoleu- 
cina) inhibe la actividad enzimática. En otros casos las moléculas reguladoras ac- 
túan como activadores, estimulando en vez de inhibir sus enzimas diana. 

Las actividades de las enzimas también pueden ser reguladas por sus inte- 
racciones con otras proteínas y por modificaciones covalentes, como la adición 
de grupos fosfato a residuos de serina, treonina o tirosina. La fosforilación es un 
mecanismo especialmente frecuente para regular la actividad enzimática; la adi¬ 
ción de grupos fosfato puede estimular o inhibir las actividades de muchas enzi¬ 
mas diferentes (Fig. 2.30). Por ejempio, las células musculares responden a la 
epinefrina {adrenalina) degradando el glucógeno a glucosa, proporcionando de 
ešte modo una fuente de energia para una actividad muscular aumentada. La de- 
gradación del glucógeno es catalizada por la enzima glucógeno fosforilasa, que se 
actíva por la fosforilación en respuesta a la unión de la epinefrina a un receptor en la 
superficie de la célula muscular. La fosforilación de proteínas desempeňa un papel 
centrál en el control no sólo de las reacciones metabólicas sino también de muchas 
otras funciones ceiulares, incluyendo el crecimiento y diferenciación celular. 

Energia metabólica 

Muchas tareas que debe realízar una célula, como el movimiento y la sínte- 
sís de macromoféculas, requieren de energia. Una gran parte de las actividades 
de la célula están por lo tanto dedicadas a obtener energŕa del entorno y a em- 
plear esa energia para activar reacciones que la necesítan. Aunque las enzimas 
controlan la velocidad de prácticamente todas las reacciones quimicas dentro de 
las células, la situación de equifibrío de las reacciones quimicas no está afectada 
por la catálísis enzimática. Las leyes de la termodínämíca gobíernan el equilibrio 
químico y determinan la dirección energéticamente favorable en todas las reac¬ 
ciones quimicas. Muchas de las reacciones que deben tener lugar dentro de las 
células son energéticamente desfavorabíes, y por lo tanto sólo pueden producirse 
con un ingreso adicional de energia. En consecuencia, las células deben gastar 
constantemente energia derivada del entorno. La generacíón y utilización de 
energia metabólica es por lo tanto fundamental en toda la biológia celular. 

Energia Uhre y ATP 

La energética de las reacciones bioquímicas se describe mejor en térm i nos de 
función termodinámica denominada energia libre de Gibbs (G), asi llamada por 
Josiah Willard Gibbs. La variación en la energia libre (A G) de una reacción combina 
los efectos de cambios en la entaipía {el calor que se líbera o es absorbido durante 
una reacción química) y la entropia (el g rado de desorden que resulta de una reac¬ 
ción) para predecir si una reacción es o no energéticamente favorable. Todas las 
reacciones quimicas progresan espontáneamente en la dirección energética¬ 
mente favorable, acompaňadas por un descenso en la energia libre (AG < 0), 
Por ejempio, considérese una hipotética reacción en la que A se convierte en B: 

A—B 

Si AG < 0, esta reacción progresará en la dirección directa, como se ha escri- 
to. Si AG > 0, sin embargo, la reacción progresará en la dirección i n verša y B se 
convertirá en A, 

La AG de una reacción viene determinada no sólo por las propiedades intrin- 
secas de los reactantes y los productos, sino también por sus concentraciones y 
otras condidones de la reacción (p, ej,, , ía temperatura), De ešte modo, es útil 
definir la variación de energia libre de una reacción en condidones estándar (Las 
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condiciones estándar se considera que son 1 M de concentración de todos los 
reactantes y productos y 1 atm de presión). La variación de energia libre estándar 
(AGP) de u na reacción está dírectamente relacionada con su situación de equili- 
brio porque la A G actual es una tunción de tanto AGP como de las coneentracio- 
nes de reactantes y productos. Porejemplo, considérese la reacción 

Ä^±B 

La variación de energia libre puede escribirse como sigue: 

AG = AG° + RT\n [B]/[A] 

donde R es la constante de gases y T es la temperatura absoluta. 

En equílibrio, AG^O y la reacción no progresa en ninguna dirección. La 
constante de equílibrio para la reacción (K- [B] [A] en equilíbrio) está de ešte 
modo directamente relacionada con AG por la reacción anteríor, que puede 
expresarse como sigue: 

0 = AG°+ flTIn K 


o 


AG° =-RT\n K 

Si la reiación actual [ B]/[A] es mayor que la razón de equifibrio (K) P AG > 0 y la 
acción procede en al sentido inverso (conversión de B en A). 

Por otra parte, si la razón [B]/[A“| es menor que la razón de equilibrio, 
A G < 0 y A es convertida en B. 

La variación de energia libre estándar (AG ) de una reacción por lo tanto 
determina s u equilibno químico y predice en que dirección progresará la reac¬ 
ción en cualquier conjunto dado de condiciones. Para las reaccíones bioqjimL 
cas, la variación de energia libre estándar se exprese habitualmente como 
AG \ que es la variación de energia libre estándar de una reacción en un medio 
acuoso a pH = 7, aproximadamente las condiciones dentro de una célula, 
Muchas reacciones biológicas (como la síntesis de macromoléculas) son 
termodinámicamente desfavorables (AG>0) en condiciones celulares. Para 
que estas reacciones puedan progresar, se necesita una fuente adicional de 
energia, Por ejemplo, considérese la reacción 

A B AG - +10 kcal/mol 

La conversión de A en B es energéticamente desfavorable, de modo que la 
reacción progresa en la dirección inversa en vez de en la directa, Sin embargo, 
la dirección puede conducírse en la dirección directa aooplando la conversión 
de A en B con una reacción energéticamente favorable, como: 

C ^ D AG - -20 kcal/mol 

Si estas dos reacciones se combinan, la reacción combinada puede escribirse 
como sigue: 

A + C B + O AG = -10 kcal/mol 

La AG de la reacción combinada es la suma de las variaciones en la energia 
libre de sus componentes individuales, asi que la reacción combinada es ener¬ 
géticamente favorable y progresará como se describe. De ešte modo, la con¬ 
versión energéticamente desfavorable de A en B está facilitada por su combina- 
cíón con una segunda reacción asocíada con una gran disminución en la 
energia libre. Las enzimas son responsables de Nevar a cabo estas reacciones 
combinadas de una forma coordinada. 

La célula utiliza ešte mecanísmo básico para facilitar las muchas reacciones 
energéticamente desfavorables que deben tener lugar en los sistemas biológicos. 
El adenosín 5 -trifosfato (ATP) desempeňa u n pape! protagonista en ešte pro- 
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Figuľä 2.31 

E] ATP como depósito de energia libre* Los enlaces entre los grupos fosfato de! ATP 
se denominan enlaces de alta energia porque su hidrólisis produce un gran descenso de 
la energia libre. El ATP puede ser hidrolizado bien a ADR más un grupo fosfato (HPOJ“) o 
a AMR más pirofosfato- En ešte ultimo caso, el pirofosfato es a su vez rápidamente hidroli- 
zado, liberando energia libre adícionaL 


E 




s O. 


ceso actuando como un depósito de energia libre dentro de la célula (Fig. 2.31). 
Los enlaces entre los fosfatos del ATP se conocen como enlaces de alta ener¬ 
gia porque su hidrólisis se acompaňa de un descenso relativamente grande en 
la energia libre. No hay nada especial en los enlaces químicos en sí mismos; se 
denominan enlaces de alta energia sólo porque una gran cantidad de energia 
libre se libera cuando son hidrolizados dentro de la célula. En la hidrólisis del ATP 
a ADP más fosfato (P,), AG■' = 7,3 kcal/mol. Recuérdese, sin embargo, que AG' 
se refiere a las «condíciones estándar» en las que las concentraciones de todos 
los productos y reactantes son de 1 M. Las concentraciones reales de P, son 
aproximadamente de 10“ ? M, y las concentraciones intracelulares de ATP son 
mayores de las de ADP. Estas diferencias entre las concentraciones intracelu¬ 
lares y las del estado estándar favorecen la hidrólisis de ATP, asi que para la 
hidrólisis de ATP dentro de la célula AG es aproximadamente -12 kcal/mol. 

De forma alternatíva, el ATP puede ser hidrolizado a AM P más pirofosfato 
(PPJ. Esta reacción produce aproximadamente la misma cantidad de energia 
libre que la hidrólisis de ATP a ADP. Sin embargo, el pirotosfato producido en 
esta reacción a su vez rápidamente se hidroliza, con una AG similar a la de la 
hidrólisis de ATP. De ešte modo, la variación total de energia libre que resulta 
de la hidrólisis de ATP a AMP es aproximadamente el doble de la obtenida de la 
hidrólisis de ATP a ADP. En comparación, el enlace entre el azúcar y el grupo 
fosfato del AMP, en vez de tener alta energia, es un típico enlace covalente; 
para la hidrólisis de AMP, AG ' = -3,3 kcal/mol. 
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Debido al descenso acompaňante en la energia libre, la hidrólisis de ATP 
puede emplearse para promover otras reacciones que requieren energia dentro 
de la célula. Por ejemplo, la primera reacción de la glicolisis (tratada en la si- 
guiente sección) es la conversión de glucosa a glucosa-6-fosfato, La reacción 
puede escribirse como sigue: 

Glucosa + Fosfato (HP0 4 2_ ) Glucosa-6-fosfato + H 2 0 

Debido a que esta reacción es energéticamente desfavorable tal y como 
está escrita (A G ' = +3,3 kcal/mol), debe facilitarse en la dirección directa aco- 
plándose a la hidrólisis de ATP (AG ' - -7,3 kcal/mol): 

ATP + H 2 0 -> ADR + HPQ 4 2 - 
La reacción combínada puede escribirse como sigue: 

Glucosa + ATP —> Glucosa-6-fosfato + ADR 

La variación de energia libre para esta reacción es ia suma de las variaciones 
de energia libre de las reacciones indívíduales, asi que para la reacción combi- 
nada AG ' - -4,0 kcal/mol, favoreciendo ia formación de glucosa-6-fosfato. 

Otras moléculas, incluyendo otros nucleótidos trifosfatos {p. ej., GTP), tam- 
bíén tíenen enlaces de alta energia y pueden utilizarse como el ATP para pro- 
mover reacciones que requieren energia. Para la mayorŕa de las reacciones, sin 
embargo, el ATP proporciona la energia libre. Las reacciones que producen 
energia dentro de la célula están por lo tanto acopladas a la sŕntesis de ATP, 
mientras que las reacciones que requieren energia están acopladas a la hidrólí- 
sís de ATP, Los enlaces de alta energia del ATP desempeňan de ešte modo un 
papel crucial en el metabolismo celular al servír como forma de depósíto de 
energia libre utilizable. 

Generaciôn de ATP a part i r de glucosa 

La degradación de carbohidratos, partícularmente glucosa, es la fuente princi¬ 
pál de energia celular. La degradación oxidativa completa de glucosa a CO z y 
H P 0 puede escribirse como sigue: 


C 6 H 12 O e + 60,^6 CO, + 6 H,O 


La reacción produce una gran cantidad de energia libre: AG ' = -686 kcal/moľ 
Para convertir esta energia en una forma utilizable, la glucosa se oxida dentro 
de las céluias en una šerie de pasos acoplados a la sintesis de ATP, 

La glicolisis, la etapa iniciál en ía degradación de glucosa, es simílar prácti- 
cemente en todas las céluias. La glicolisis ocurre en ausencia de oxigeno y 
puede proporcionar toda la energia metabólica de organismos anaerobios. En 
las céiutas aerobias, sin embargo, la glicolisis es sólo la primera etapa en la 
degradación de glucosa. 

Las reacciones de la glicolisis dan lugar a la degradación de glucosa a piru- 
vato, con una ganancia neta de dos moléculas de ATP (Fíg. 2.32). Las reaccio¬ 
nes iniciaíes de la vía de hecho consumen energia, usando el ATP para fosfori- 
lar la glucosa a gíucosa-6-fosfato y luego la fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6- 
difosťato, Las enzimas que catalizan estas dos reacciones —hexoquinasa y fos- 
fofructoquinasa respectívamente— son importantes puntos reguladores de la 
vía glucolítica, El principál elemento de control es la fosfofructoquínasa, que es 
inhibida por niveles altos de ATP. La inhibición de la fosfofructoquinasa da lugar 
al acumulo de la glucosa-6-fosfato. que a su vez mhibe a la hexoquinasa. De 
ešte modo, cuando la célula tiene un suministro adecuado de energia metabóli¬ 
ca disponíbíe en forma de ATP, se inhibe la degradación de glucosa. 

Las reacciones que siguen a la formación de fructosa-1,6-difosfato constítu- 
yen la parte productora de energia de la vía glucolítica La degradación de fruc- 
tosa-1,6-difosfato produce dos moléculas del azúcar de tres carbonos glicerai- 



Capitulo 2 • Química celular • 67 


Energia consumida 


Energia producida 



^ 


Glucosa 


Glucosa-6- 

fosfato 


Fructosa-6- 

fosfato 


, 6 - 




Dihidroxíacetona GNceraldehido-3- 

fosfato ŕosfato 


Figúra 2.32 

Reacciones de la glucólists. La glucosa 
se degrada a p i ruvalo, con ta forma d ón nota 
de dos moléculas tanto do ATP eomo de 
NADH. Én condiciones anaeróbicas, el NADH 
se reoxida po r la eonversión de piruvato a 
lactato o etanol. En condiciones aeróbícas, 
el piruvato es metaboíizado en el ciclo dej 
ácido cítrico, Obsérvese que una única mo- 
lécula de glucosa pradúce dos moléculas de 
cada uno de los derívados de tres carbonos 
productores de energia. 
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Figúra 2.33 
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Descarboxilación oxidativa del piruva- 

to* E1 piruvato se convierte en CO^ y ace- 
tí L CoA, y se pradúce en ešte proceso una 
molécula de NADH La coenzima A (CoA- 
SH) es un transportador generál de gru- 
pos acetilo activados en díversas reaccio- 
nes. 
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dehido-3-fosfatc, que se oxída a 1,3-difosfogIicerato. El grupo fosfato de ešte 
compuesto tiene una energia libre de hidrólisis muy alta {AG " = 11 Ť 5 kcal/mol), 
asi que se utíliza en la siguiente reacción de la glicolisis para promover la sínte- 
sis de ATP a partir de ADR. El producto de esta reacción, 3-fosfoglicerato, se 
convierte entonces en fosfoenolpiruvato, e! segundo íntermediario de alta ener¬ 
gia de la glicolisis. En la hidrólisis del fosfato de alta energia dei fosfoenolpiruva¬ 
to, AG ' - -14,6 kcal/moL su conversión a píruvato está acoplada a la síntesis 
de ATP. Cada molécula de gliceraldehÍdo-3-fosfato convertida a píruvato se 
acopla de ešte modo a la generación de dos moléculas de ATP; en total, se 
sintetizan cuatro moléculas de ATP a partir de cada molécula iniciál de glucosa, 
Puesto que se requieren dos ATPs para promover ias reacciones iniciales, la 
ganancia neta de la glicolisis es de dos moléculas de ATP. 

Además de producir ATP, la glicolisis convierte dos moléculas de coenzima 
NAD' a NADK En esta reacción, el NAD* actúa como un agente oxidante que 
acepta electrones del gliceraldehído-3-fosfato. El NADEt formado como produc¬ 
to debe ser reciclado sirviendo como donante de electrones para otras reaccio¬ 
nes redox dentro de la célula. En condiciones anaeróbicas, el NADH formado 
durante ia glucolísis se reoxida a NAD 4 por la conversión de píruvato a lactato o 
etanol. En organismos aerobios, sin embargo, el NADH sirve como unafuente 
adicional de energia al donar sus electrones a la cadena de transporte de elec¬ 
trones, donde finalmente se utilizan para reducír 0 ? a H 2 0, acoplado a la gene¬ 
ración de ATP adicional. 

En céiuias eucarióticas, la glicolisis tiene lugar en el citoplasma. Ef piruvato 
entonces se transporta a la mitocondria, donde s u oxidacíón com pieta a C0 2 y 
H^O proporciona la mayoría del ATP derivado de la degradacíón de glucosa. El 
siguiente paso en el metabolismo del piruvato es su descarboxílación oxidativa 
en presencia de ta coenzima A (CoA), que funciona como transportador de 
grupos acetilo en díversas reacciones metabólicas (Fíg, 2.33). Un carbono del 
piruvato se libera como C0 2 , y los dos carbonos restantes se unen a la CoA para 
formar acetil-CoA. En ešte proceso, una molécula de NAD" se reduce a NADH. 

El acetil-CoA formado en esta reacción entra en el ciclo del ácido cítrico o 
ciclo de Krebs (Fig. 2.34), que es la via centrál en el metabolismo oxidativo. El 
grupo acetilo de dos carbonos se combina con oxalacetato (cuatro carbonos) 
para producir citrato (seis carbonos). A través de otras ocho reacciones, dos 
carbonos del citrato se oxidan completamente a C0 2 y se regenera el oxalace- 
tato. Durante el ciclo, se forma un enlace de alta energia en forma de GTP, que 
se emplea directamente para promover la síntesis de una molécula de ATP. 
Además, cada vuelta del ciclo produce tres moléculas de NADH y una molécula 
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de (lavín adenín dinucleótido reducida <FADH 2 ), que es otro Iransportador de 
electrones en reacciones redox. 

El ciclo de! ácido cítrico completa !a oxidación de giucosa a seis moléculas 
de C0 2 , Se obtíenen cuatro moléculas de AT P directamente de cada molécula 
de giucosa —dos de la glicoiisis y dos del ciclo del ácido cítrico (una por cada 
molécula de piruvato). Además, diez moléculas de IMADH (dos de la glicolisis, 
dos de la conversión de piruvato a acetíl-CoA, y seis del ciclo del ácido cítrico) y 
se forman dos moléculas de FADH*. El resto de la energia derivada de la degra- 
dación de la giucosa proviene de la reoxidación dei NADH y FADH 2f con sus 
elecirones slendo transferídos a io largo de la cadena de transporte de electro- 
nes a (finalmente) reducir ei 0 2 a H 2 0. 

Durante la fosforilación oxidativa. los electrones del NADFt y FADH 2 se 


Citrato 





>OCT 


a-Cetoglularato 
Figúra 2.34 

Ciclo del ácido cítrico. Un grupe aeetilo 
de dos carbonos es transferido del acetil- 
CoA al Gxalacetato r formando citrato. Dos 
carbonos del citrato son entonces oxida- 
dos a C0 2 y se regenera el oxalacetato. 
Cada vuelta del cicfo produce una molé- 
oifa de GTP, tres de NADH y una de 
FADH 2 . 
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Figúra 2.35 

Oadene de transporte de electrones. Los 

electrones def NADH y FADH ? se transfieren al 
0 P a través de una šerie de transportadores or- 
ganizados en cuatro complejos proteicos en ta 
membrána mitocondrial. La energia libre deriva- 
da de tas reacciones de transporte de electrones 
en los complejos t. III y IV se emplea para promo- 
ver la síntesis d e AT P. 
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transportados al complejo IV. 
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combinan con G ? , y la energia liberada en el proceso promtieve la síntesis de 
ATP a partir de ADR. La transferencia de electrones de NADH a 0 2 libera una 
gran cantidad de energia libre: AG ' = -52 r 5 kcal/mol por cada par de electro¬ 
nes transferido. De modo que esta energia pueda convertirse en una forma 
utilizable, el proceso tiene lugar gradualmente a través def paso de electrones 
por una šerie de transportadores, que constituyen la cadena de transporte de 
electrones (Fig. 2,35). Los componentes de la cadena de transporte de electro¬ 
nes están localizados en la parte interne de la membrána mitocondrial de tas 
células eucarióticas, y lafosforifación oxitíativa se considerará con mayor deta¬ 
ile cuando se expliquen las mitocondrías en el Capítulo 10. En las bacterias 
aeróbrcas, que utilizan un sistema comparable. los componentes de la cadena 
de transporte de electrones están locafizados en la membrána plasmática. En 
ambos casos, la transferencia de electrones del NADH al 0 2 produce suficiente 
energia para promover ta sintesís de aproximadamentetres moíéculas de ATP 
Los electrones del FADH 2 entran en la cadena de transporte de electrones a un 
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Figúra 2.36 

Oxidación de los ácídos grasos. El ácido graso (p. ej,, el ácido graso satú rado de 16 
carbonos palmitato) inicialmente se une a la coenzima A a expensas de una molécuia de 
ATP. La oxidación del áddo graso progresa entonces con la retirada paso a paso de dos 
unidades de carbono como acetil-CoA, acoplada a la formación de una molécwla de 
NAD H y otra de FADH^. 

nível más bajo, así que su transferencia al 0 2 produce menos energia libre utiN- 
zable, sólo dos moléculas de ATP. 

Ahora es posible calcular !a producción totaf de ATP de la oxidación de la 
glucosa. La ganancia neta de la glicolisís es de dos moléculas de ATP y dos 
moléculas de NADH. La conversión de píruvato a acetil-CoA y su metabolismo 
por la vía del ciclo del ácido cítrico produce dos moléculas adicíonales de ATP, 
ocho de NADH y dos de FADH 2 . Aceptando que se derivan tres moléculas de 
ATP de la oxidación de cada NADH y dos de cada FADH 2s la producción toíal es 
de 38 moléculas de ATP por molécuia de glucosa. Sin embargo, esta producción 
es menor en algunas células porque las dos moléculas de NADH generadas en la 
glicolisís en el citoplasma son incapaces de penetrar directamente en la mitocon- 
dria. En su lugar, sus electrones deben ser Iransferidos a la mitocondria por un 
sistema lanzadera, Dependiendo del sistema empleado, esta transferencia pue- 
de dar lugar a la entrada de estos electrones en la cadena de transporte de elec¬ 
trones a! nivel de! FADH 2 , En estos casos, las dos moléculas de NADH derivadas 
de la glicolisís dan lugar a dos en vez de tres moléculas de ATP, reduciendo ŕa 
producción total a 36 en vez de 38 ATP por molécuia de glucosa, 

Producción de energia a part i r de otras moléculas orgán k as 

La energia en forma de ATP puede obtenerse de la degradación de otras molé¬ 
culas orgánicas, teniendo las vías ímplicadas en ia degradación de la glucosa de 
nuevo un papel centraL Los nucleótidos, por ejemplo, pueden ser degradados a 
azúcares, que entonces entran en la vía glucolitica, y los aminoácidos son degra¬ 
dados por la v ta de! delo del ácido cítrico, Las dos íormas principales de almace- 
namiento de energia dentro de las células, los polisacáridos y los lipidos, también 
pueden ser degradados para pradúci r ATP. Los polisacáridos pueden ser degra¬ 
dados a azúcares Itbres, que son entonces metabolizados como se vio en la 
sección anterior. Los lípidos, sín embargo, son moléculas todavia más eficaces 
en el almacenamlento de energia. Debido a que los lipidos están más reducidos 
que los carbohidratos, consistiendo básicamente en cadenas hidrocarbonadas, 
su oxidación produce substancialmente más energia por peso de materiál iniciál. 

Las grasas (triacilglíceroles) son la principál forma de almacenamienfo de 
lipidos. El primer paso en su utilizacíon es su degradación a glícero! y ácidos 
grasos libres, Cada ácido graso se une a una coenzima A, produciendo un acil- 
CoA graso a expensas de una molécuia de ATP (Fig. 2.36). Entonces, los ácí¬ 
dos grasos se degradan paso a paso en un proceso oxidativo, dos carbonos 
cada vez, produciendo acetil-CoA más un acil-CoA graso con dos carbonos 
menos. Cada ronda de oxidación también produce una molécuia de NADH y 
otra de FADH a . El acetil-CoA entra entonces en el ciclo del ácido cítrico. y la 
degradación de! resto de! ácido graso continúa del mismo modo. 

La degradación de un ácido graso de 16 carbonos produce de ešte modo 
siete moléculas de NADH. siete de FADH 2 , y ocho de acetil-CoA. En térmínos 
de generadón de ATP, esta producción corresponde a 21 moléculas de ATP 
derivadas de NADH (3x7), 14 ATP de FADH, (2x7) y 96 de acetil-CoA 
(8 x 12). Como se utilizó un ATP para poner en marcha el proceso, la ganancia 
neta es de 130 ATP por molécuia de ácido graso de 16 carbonos. Compárese 
esta producción con la ganancia neta de 38 ATP por molécuia de glucosa, 
Puesto que el peso molecularde u n ácido graso satú rado de 16 carbonos es de 
256 y el de la glucosa es de 180, la producción de ATP es aproximadamente 2,5 
veces mayor por gramo de ácido graso —de ahí la ventaja de los lipidos sobre 
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Figúra 2.37 

Estructura de la clorofila. Las clorofilas consisten en estructuras de anillos porfirínicos 
ligadas a colas hidroearbonadas. Las clorofilas a y b difieren en un único grupo funcional 
en el anillo de porfirina. 


los poltsacáridos como moléculas de almacenamiento de energia. 


Fotosíntesis 


La generación de energia a parlir de la oxidación de carbohidratos y Iŕpidos 
depende de la degradacidn de compuestos orgánicos preformados. La energia 
necesaria para la sintesís de estos compuestos se deriva en último término de 
la luz solar, que se reeoge y emplea por las plantas y las bacterias fotosinteti- 
zantes para promover la sŕntesis de carbohidratos, Al oonvertir la energia de la 
luz solar en una forma utilizable de energia química, la fotosíntesis es la fuente 
de prácticamente toda la energia metabólica en los sistemas biológicos. 

La ecuación global de la fotosíntesis puede escribirse como sigue: 

Luz 


6 CO ž + 6 H 2 0 ^ C 8 H 12 O s + 6 0 2 


El proceso es mucho más complejo, sin embargo, y tiene lugar en dos eta- 
pas distintas. En la primera, llamada las reacciones luminosas, la energia 
absorbida de la luz solar promueve la síntesis de ATR y NADPH (una coenzima 
símilar al NADH), acoplada a la oxidación de H 2 0 a 0 2 . El AT P y el NADPH 
generados en las reacciones luminosas promueven la sŕntesis de carbohidratos 
a partir de C0 2 y H 2 0 en un segundo conjunto de reacciones, llamadas las 
reacciones oscuras porque no requieren luz solar. En células eucariotas, tanto 
las reacciones luminosas como las oscuras tienen lugar en los cloroplastos. 

Los pígmentos fotosintéticos capturan energia de la luz solar absorbiendo 
fotones. La absorción de luz por parte de estos pigmentos provoca que un elec- 
trón se mueva de su orbital molecular normál a uno de mayor energia, convir- 
tiendo de ešte modo la energia de la luz solar en energia química. En las plan¬ 
tas los pigmentos fotosintéticos más abundantes son las clorofilas (Fig 2.37), 
que juntas absorben la luz solar de todas las longitudes de onda excepto la 
verde. Pigmentos adicionales absorben la luz de otras longitudes de onda, así 
que básicamente el espectro compfe- 
to de la luz visible puede ser captura- 
do y utilizado para la fotosíntesis. 

La energia capiu rada por la absor¬ 
ción de la luz se emplea para convertír 
el H 2 0 en 0 2 (Fig. 2.38). Los electro- 
nes de alta energia derivados de ešte 
proceso entran entonces en una ca- 
dena de transporte de electrones, en 
la que su transferencia por una šerie 
de transportadores está acoplada a la 
sintesís de ATP. Además, estos elec¬ 
trones de alta energia reducen el 



NADP* a NADPH. 


Cadena de 
transporte de - 
electrones 


Figúra 2. 33 

Reacciones luminosas de la fotosíntesis. La energia de la luz solar se emplea 
para escindir el H P 0 a 0 2 . Entonces los electrones de alta energia derivados de 
ešte proceso se transporían a través de una šerie de transportadores y son em- 
pleados para convertír el NADP' en NADPH. La energia derivada de las reaccio¬ 
nes de transporte de electrones también promueve la sŕntesis de ATP, Los detalles 
de estas reacciones se tratan en el Capítulo 10. 
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Figúra 2,39 

Ciele de Calvin. Se muestra aquí la 
síntesis de una molécula de glucosa a 
partir de seis moléculas de GG^ Cada 
moléeuia de CO ? se aňade a la ribulo 
sa-LS-difosfato para producir dos 
moléculas de 3-fosfog líce rate. Seis 
moléculas de CO ? conducen de ešte 
modo a la formación de 12 moléculas 
de gliceraldehido-3-fosfato af precio 
de 12 moléculas tento de ATP como 
de NAD PH. Dos moléculas de glice- 
raldehido-3Hosfato pueden emplear- 
se entonces para sintetizar glucosa y 
díez moléculas continúan en el cicio 
de Calvin para formar seis moléculas 
de ríbulosa-5-f ostatá. El delo $e com- 
pfeta entonces con el uso adicional de 
seis moléculas de ATP para la sínte- 
sis de ribulosa-1 3 5-difosfato. 


En las reacciones oseuras, el ATP y el NADPH producidos en las reacciones 
luminosas promueven la síntesis de carbohidratos a partir del C0 2 y H 2 0, Las 
moléculas de C0 2 se anaden una a una a un cicio de reacciones —conocidas 
como el cicio de Calvin, en honor a su deseubridor, Melvin Calvin— que con- 
duce a la formación de carbohidratos (Fig. 2.39), En total, el cicio de Calvin 
consume 18 moléculas de ATP y 12 de NADPH por cada molécula de glucosa 
síntetizada. Se necesitan dos electrones para convertir cada molécula de 
NAD P 4 a NADPH, asi que deben pasar 24 electrones por la cadena de trans¬ 
porte de electrones para generar suficiente NADPH para sintetizar una molécu¬ 
la de glucosa. Estos electrones se obtíenen de la conversión de 12 moléculas 
de H 2 0 a seis moléculas de 0 2l lo que produce la formación de seis moléculas 
de O 2 por cada molécula de glucosa. No está claro, sin embargo, sí el paso de 
estos mismos 24 electrones por la cadena de transporte de electrones es tam“ 
bién suficiente para generar los 18 ATP que se requieren para el cicio de Calvin. 
Algunos de estas moléculas de ATP pueden generarse en cambio por cadenas 
de transporte de electrones alternativas que utilízan la energia derivada de la 
luz solar para sintetizar ATP sin la síntesis de NADPH (véase Cap. 10), 

Biosíntesis de los componentcs celulares 

La sección anterior repasaba las principales reacciones metabólicas a través de 
las cuales la célula obtiene y almacena energia en forma de ATP. Esta energia 
metabólica se emplea entonces para realizar diversas tareas, incluyendo la sin- 
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tesis de macromoléculas y olros constituyentes ceiulares, De ešte modo, la 
energia derivada de fa degradación de moléculas orgánícas (catabolismo) se 
utiliza para promover la síntesis de otros componentes necesarios de la célula. 
La mayoría de las vías catabólicas implican la oxidación de moléculas orgáni- 
cas acoplada a la generacíón tanto de energia (ATP) como de poder reductor 
{NADH}. En contraste, las vías biosintéticas (anabólicas) generalmente impli¬ 
can la utilización tanto de AIR como de poder reductor (habitualmente en forma 
de NADPH) para la producción de nuevos compuestos orgánicos. Una vŕa bio- 
sintética i m podanie, la s íntesis de carbohidratos a part i r de C0 2 y H 2 0 durante 
las reacciones oscuras de la fotosíntesis, ya se trató en la sección anterior. 
Otras vías que conducen a la biosŕntesis de los principales constituyentes ceíu- 
lares (carbohidratos, lípidos, proteŕnas y ácidos nucleicos) se revisan en las 
siguientes secciones. 

Carbohidratos 

Además de obtenerse directamente de la alimentación o generada por la foto- 
sintesís, la glucosa puede stntetizarse a partir de otras moléculas orgánicas. En 
células animales, la síntesis de glucosa (gluconeogénesis) comienza habitual¬ 
mente con lactato (producído en la glicolisis anaerobia), aminoácidos (deriva- 
dos de la degradación de proteínas), o glícerol (producido en la degradación de 
lípidos). Las plantas (pero no los animales) también son capaces de sintetízar 
glucosa a partir de ácidos grasos —un proceso que es especialmente importan¬ 
te durante la germinación de las semillas, cuando la energia almacenada como 
grasas debe ser transformada en carbohidratos para sustentar el crecimiento 
de la planta—. Tanto en células animales como vegetales, los azúcares simples 
son poíimerizados y almacenados como polísacáridos. 

La gluconeogénesis imptica la conversión de piruvato en glucosa —esen- 
cialmente es lo tnverso a la glicolisis. Sin embargo, como se ha tratado anterior- 
meňte, la conversión glucolitica de glucosa a piruvato es una vía productora de 
energia, generando dos moléculas de ATP y de NADH. Aunque afgunas reac¬ 
ciones de la glicolisis son fácilmente reversibles, otras sóla meňte se producirán 
en la dirección de la degradación de glucosa, porque están asociadas con un 
gran descenso en la energia libre. Estas reacciones energéticamente favora- 
bles de la glicolisis son puenteadas durante la gluconeogénesis por otras reaccio¬ 
nes (catalizadas por enzimas diferentes) que están acopladas al consumo de 
ATP y NADH para poder conducidas en la dirección de la síntesis de glucosa. En 
total, la generacíón de glucosa a partir de dos moléculas de piruvato requiere de 
cuatro moléculas de ATP, dos de GTP y dos de NADH. Ešte proceso es conside- 
rablemente más costoso que la simple inversión de la glicolisis (que requeriría 
dos moléculas de ATP y dos de NADH), demostrando la necesidad de energia 
adieiona! para conducir la vía en la dirección de fa biosíntesis. 

Tanto en las células animales como en las vegetales, la glucosa se aimace- 
na en forma de polísacáridos (glucógeno y almidón, respectivamente). La sínte¬ 
sis de polísacáridos, como la del resto de macromoléculas, es una reacción que 
requiere energia, Como se observaanteriormente, la unión dedos azúcares por 
un enlace glucosídico puede describirse como una reacción de deshidratadon, 
donde se retira H 2 0 (véase Fig. 2.3). Dícha reacción, sin embargo, es energéti¬ 
camente desfavorable y por lo tanto incapaz de progresar en la dirección direc- 
ta. En consecuencia, la formación de un enlace glucosídico debe estar acopla¬ 
da a una reacción productora de energia, que se consigue empleando azúcares 
nucleotídicoscomo intermedíarios en la síntesis de polísacáridos (Fig. 2.40). En 
primer lugan la glucosa se fosforila en una reacción promovida por ATP a gluco- 
sa-6-fosfato, que entonces se convierte en glucosa-1-fosfato. La glucosa-1-fos- 
fato reacdona con UTP (uridín trifosfato), produciendo UDP-glucosa más piro- 
fosfato, que $e hidroliza a fosfato con fa Jiberación de energia libre adicional. La 
UDP-glucosa es u n intermediario activado que entonces dona su resíduo de 
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Figúra 2.40 

Síntesis de polisacáridos. La glucosa se convierte primero en una forma activada, UDP-gluco- 
sa, a costa de una molécula de AT P y otra de UTP. El residuo de glucosa entonces puede transfe- 
rirse de la UDP-gtucosa a una cadena polisacárida creciente en una reacciôn energéticameňte 
favorable, 



v 



UDP-Glucosa 



2Q, 


r" 


' ľ 




glucosa a una cadena polisacárida creciente en una reacciôn energéticamente 
favorable. De ešte modo, la energia qutmica en forma de ATP y UTP promueve 
la síntesis de polisacáridos a partir de azúcares simples. 


Lipidos 

Los lipidos son importantes moléculas de deposito de energia y los componen- 
tes principales de las membranas celutares. Se sintetizan a partir de acetil-CoA, 
que se forma en la degradación de los carbohidratos, en una šerie de reaccio- 
nes que se parecen a la inversa de la oxídación de ácidos grasos. Como en la 
bíosíntesis de carbohidratos, sin embargo, las reacdones que conducen a la 
síntesis de ácidos grasos difieren de las implicadas en su degradación y son 
impulsadas en la dirección de la biosíntesis acoplándose al consumo tanto de 
energia en forma de ATP como de poder reductor en forma de NADPH. Los 
ácidos grasos se sintetizan al aňadir paso a paso unidades de dos carbonos 
derivados de acetibCoA a una cadena creciente. La adieión de cada una de 
estas unidades de dos carbonos requiere del gesto de una molécula de ATP y 
dos moléculas de NADPH. 
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Figúra 2.41 

Asimilación de nitrógeno a los com¬ 
puestos orgánicos. El amoníaco se in- 
eorpora a los compuestos orgánicos en 
todos los organismos Algunas bacterias 
son capaces de convertir el nitrógeno at- 
mosféríco en amoníaco, y la mayoría de 
las bacterias, hongos y plantas pueden 
utilizarel nitrato de la tierra. 
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TABLA 2.2. Requerimrentos 
däetéticos de aminoáeidos en 
el hombre 


Esencial 

No esencia! 

Histidina 

AJanina 

Isoleucina 

ArgMna“ 

Leucma 

Asparragtna 

Lisina 

Aspartato 

Met i oni n a 

Cisteína 

Fenilalanina 

Glutamato 

Treonína 

Glutamina 

Tríptofano 

Glicina 

Vatina 

Prolína 


Seiina 


Tirosina 


Los aminoácidos esenciates d eben obtenerse de 
la diéta; tos amiooácidos no esencia les pueden ser 
sšntetizados por células humanas. 

'Aunque ía argimna se da&ilica como un 
amincácido no esancaal. los niňos en crecimiento 
deben tener un aporte de arginina adicional en su 
diéta. 


El principál producto de la biosíntesis de ácidos grasos, que sucede en eJ 
citoplasma de las céíulas eucaríotas, es el palmitato, ácido graso de 16 carbo- 
nos, Entonces, los principales componentes de las membranas ceiulares (fosfo- 
lípidos, esfingomielina, y glucofípídos) se sintetizan a partir de ácidos grasos 
libres en el retículo endoplásmico y en el aparato de Golgí (véase Cap. 9). 


Proteínas 

A diferencia de los carbohidratos y los líptdos, las proteínas (asi como los áci¬ 
dos nucleicos) contienen nitrógeno además de carbono, hídrógeno y oxígeno, 
El nitrógeno se incorpora a los compuestos orgánicos a partir de fuentes dife- 
rentes en diferentes organismos (Fíg, 2,41}, Algunas bacterias pueden usar 
atmosférico por un procese denominado fijación de nitrógeno, en el que H 2 se 
reduce a NH 3 a expensas de energia en forma de ATP, Aunque relatívamente 
počas especies de bacterias son capaces de fijar nitrógeno, la mayoría de las 
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Figúra 2.42 

Biosíntesis de ios aminoácidos. Los 

esqueletos carbonados de los aminoáci- 
dos se obtienen a partir de intermediarios 
de la glucotisis y del ciclo del ácido cítrico. 























C a p í t u I o 2 * Química celular • 77 



Medicína molecular 


La entermedad 

La fenilcetonuria, o FCN, es un error 
congénito del metabolismo de los 
aminoácidos con efectos 
devasíadores, Afecta 
aproximadarnente a uno de cada 
10.000 reclén nacídos y, si no se 
trata, provoca un retraso menia! 
severo. Afortunadamente, el 
conocimiento de la naturaleza del 
defecto responsable de la 
fenilcetonuria ha permitido su 
diagnóstico precoz y tratamiento 
eficaz. 

Bases moieeulares 
y celutares 

La fenilcetonuria se debe a una 
deficiencia en la enzima fenilalanina 
hidroxilasa, que convíerte la 
fenilalanina en tirosina, Esta 
deficiencia provoca que la 
fenilalanina se acumule a niveles 
muy altos y sufra otras reacciones, 
como la conversión en fenilpiruvafo- 
La fenilalanina, el fenilpiruvato, y 
otros metabolitos anormales se 
acumulan en la sangre y son 
excretados a niveles altos en la 
orína (el nombre de la enfermedad 
procede de los altos niveles de 
fenilpiruvato, una fenilcetona, 
encontrados en la orina de los níňos 
afectados). Aunque la causa 


Fenilcetonuria 

bioquímica predsa no se conoce, el 
retraso mental es una consecuencia 
crucíal del acúmulo de estos 
metabolitos anormales de la 
fenilalanina. 

Prevencíón y tratamiento 

La deficiencia enzímática no 
produce dificultades míentras el feto 
está en el útero, asi que los niňos 
con fenilcetonuria son normaies al 
nacer. Si no son tratados, sin 
embargo, los niňos afectados se 
vuelven permanente y 
profundamente reírasados en el 
primer aňo de vída. 
Afortunadamente, los recíén 


nacídos con fenilcetonuria pueden 
ser fácilmente identíficados por 
pruebas rutinarias de detección 
precoz que deíectan niveles 
elevados de fenilalanina en sangre. 
Ei retraso mental se puede prevenir 
alimentando a los niňos afectados 
con una diéta sintética baja en 
fenilalanina. Ešte tratamiento 
dietético elimina el acúmulo de 
metabolitos tóxicos de la 
fenilalanina y previene efícazmente 
el retraso mental que se produciría 
de otro modo. La detección precoz 
rutinana de la fenilcetonuria es por 
lo tanto una prueba crucial en todos 
los recién nacídos. 
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Metabolismo anormal de la fenilalamina en pacientes con fenilcetonuria. 


bacterias, hongos, y píantas pueden usar nitrato (NOä), que es un componente 
frecuente de la íierra, reduciéndoío a NH 3 gracias a los electrones derívados del 
NADH o NADPH. Finalmente, todos los organismos son capaces de incorporar 
amoníaco (NH 3 ) a componentes orgánicos. 

El NH 3 se incorpora a las moiécuias orgánicas principalmente durante la sín- 
tesis de los aminoácidos giutamato y glutamina, que se obtienen a partir deí inter- 
mediario de! cicio del ácido cŕtrico, a-cetoglutarato. Estos aminoácidos funcionan 
después como donantes de grupos amino durante la síntesis de los otros ami¬ 
noácidos, que también se producen a partir de otras vías metabólicas centraies, 
como la glicolisis o et cicto del ácido cŕtrico (Fíg. 2.42), Asi eí materiál básico para 
la síntesis de aminoáddos se obtiene de la glucosa, y los aminoäcidos se sinteti- 
zan acosta de energia (ATP) y de poder reductor (NADPH). Muchas bacterias y 
plantas pueden sintetizar todos los 20 aminoácidos. Los humanos y otros mamŕ- 
feros, sin embargo, sólo pueden sintetizar aproximadarnente la mitad de los ami¬ 
noácidos que requieren; el resto debe obtenerse de la diéta (Tabla 2.2). 

La poľimerización de los aminoäcidos para formar proteínas también requie- 
re energia. Como la síntesis de polísacáridos, la formación de un enlace peptídi- 
co puede considerarse como una reacción de deshidratación, que debe reali- 
zarse en la dirección de la síntesis de proteínas acoplándose a otra fuente de 
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Figúra 2.43 

Formáciou de un enlace peptídico. Un aminoácido es activa- 
do pitrrťero a través de la unión a su ARNt en una reaccíón de 
dos pasos que implica la hidrólisis de ATP a AMP. Los ARNt 
sirven cono adaptadores para alinear loa aminoácidos en un 
molde de ARNm untdo a ribosomas. Cada aminoácido es trans- 
ferido entonces al extremo C terminál de una cadena peptídica 
creciente a costa de dos moléculas adicionales de GTP, 


Aminoacif-AMP 


O 


© 


^C-C-NH 

< A 


3 



©e, 


2 ©, 


O 


O 


© 


Adenosina—O —P —O —C —C— NH^ 
1 I 

‘O H 


r 




ARNt, —O -P —O — 
I 

“O 



O 

II 



OH OH 
Extremo 3' 




N-term 


N -C -C- 
I II 


ARNt_t 



u 


H ^ H © 

N-term-N -C -C“N C -C-ARNt i + ARNt i 

I II i II 

HO HO 


energia metabólica. En la biosŕntesis de polisacáridos, ešte acoplamiento se 
consigue a través de la conversión de los azúeares a ŕntermediaríos activados, 
como la UDP-glucosa. Los aminoácidos son activados de forma similar antes 
de utilizarse para la síntesis de proteínas. 

Una diferencia crucial entre ta síntesis de proteínas y la de polisacáridos es 
que los aminoácidos se incorporan a las proteinas en un orden particular, espe- 
cificado por un gen. El orden de los nucleótidos en un gen especifica la secuen- 
cia de aminoácidos de una proteína a través de la traduccíón, en la que el ARN 
mensajero (ARNm) actúa como molde para la síntesis proteínica (véase Cap 
3). Cada aminoácído se une primero a una molécula de ARN de transferencia 
(ARNt) especifica en una reacción acoplada a la hidrólisis de ATP (Fig. 2.43). 
Entonces los aminoacíl ARNt se alinean en el molde de ARNm unido a los ribo¬ 
somas, y cada aminoácido se aňade al extremo C terminál de una cadena pep- 
tídica creciente por medio de una šerie de reacciones que serán tratadas en 
detaile en el Capítulo 7. Durante el proceso, se hidrolizan dos moléculas adicio- 
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Cadena polínucleotidica crecíente 
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Figúra 2.44 

Síntesis de polinucleótidos. Nucleósidos tnfosfato se unen al extremo 3 de una cade¬ 
na polinucleotídica crecíente con la liberación de pirofosfato. 
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nales de GTP, asi que la incorporación de cada aminoácido a una proteína está 
acoplada a la hídrólisis de una molécula de ATP y dos de GTP. 

Ácidos nucleicos 

Los precursores de los ácidos nucleicos, los nucleótidos, están compuestos de 
azúcares de cinco carbonos fosforílados unidos a bases nucletcas. Los nucleóti¬ 
dos pueden ser síntetizados a partíf de carbohidratos y aminoäcidos; también 
pueden ser obtenidos de ta diéta o reutilizados tras la degradación de ácidos 
nucleicos. El punto de partida para la biosíntesis de nucleótidos es el azúcar 
fosforitado ribosa-5-fosfato, que se obtiene a partir de glucosa-6-fosfato. Vías 
divergentes conducen entonces a la síntesis de ribonucleótidos de purina y piri- 
mídina, que son los precursores inmediatos de la síntesis de ARN. Estos ribonu¬ 
cleótidos se convierten en desoxirribonucíeótidos, que sirven como ladrilios de 
construcción monoméricos del ADN. 

El ARN y ADN son polímeros de nucleósídos monofosfato, Como para otras 
macromcléculas, sín embargo, la polimenzación directa de nucleósidos mono- 
fosfato es energéticamente desfavorable, y la síntesis de polinucleótidos utiliza 
en su lugar nucleósidos trífosfatos como precursores activados (Fig. 2.44). Un 
nucleósído 5 -trifosfato se aňade a un grupo 3 hidroxilo de una cadena polinu- 
cleotídica creciente, con la liberación y posterior hídrólisis de pirofosfato como 
promotorde la reacción en la dirección de la síntesis de polinucleótidos. 


Membranas celulares 

La estructura y función de las células dependen de forma crudal de las mem¬ 
branas, que no sólo separan el ínterior de la célula de su entorno sino que tam- 
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Figúra 2.45 

Bicapa fosfolipidica. Los fosfolípidos 
forman espontáneamente bicapas esta- 
Ples, con sus grupos polares de cabeza 
expuestos a! agua y sus colas hidrófobas 
errterradas en el interior de Ja membrána. 


bién definen los comparlimentos šnternos de las células eucariotas, incluyendo 
las organelas de núcleo y cítoplasma. La formación de membranas biológicas 
se basa en las propiedades de los lípidos, y todas las membranas celulares 
comparten una misma organizaeión estructural: bicapas de fosfolípidos con 
proteínas asociadas. Estas proteínas de membrána son responsables de mu- 
chas funciones especializadas; algunas actúan como receptores que permiten 
a la célula responder a seňales externas, algunas son responsables del trans¬ 
porte selectivo de moléculas a través de la membrána, y otras partícipan en el 
transporte de electrones y en la fosforilación oxidativa, Además, las proteínas 
de membrána controlan las interacciones entre células de organismos pluricelu- 
lares. La organizaeión estructural común de las membranas subyace de ešte 
modo en una gran variedad de procesos bíológicos y funciones especializadas 
de membráne, que se tratarán con detaile en otros capítulos. 

Lípidos de membrána 

Los bloques de construcción fundamentales de todas las membranas celulares 
son los fosfolípidos, que son moléculas anfípátícas, que consisten en dos cade- 
nas de ácidos grasos hidrófobos ligadas a u n grupo de cabeza hidrófi lo que 
eontiene fosfato (véase Fíg. 2.7). Debido a que sus colas de ácidos grasos son 
escasamente solubles en agua, los fosfolipidos forman bicapas espontánea- 
mente en solueíones acuosas, con las colas hidrófobas enterradas en el tnterior 
de la membrána y los grupos polares de cabeza expuestos en ambos lados, en 
contactc con e! agua (Fig. 2.45). Dichas bicapas fosfolipídicas forman una 
barrera estable entre dos compartimentos acuosos y representan la estruefura 
básica de todas las membranas biológicas. 

Los lípidos constituyen aproximadamente el 50% de ia masa de la mayoría 
de las membranas celulares, aunque esta proporción varia dependiendo del 
tipo de membrána. Las membranas plasmáticas, por ejemplo, son aproximada¬ 
mente un 50% de lípidos y 50% de proteínas. La membrána interná de la mito- 
condria, por otra parte, eontiene una fracción inusualmente aita (aproximada¬ 
mente 75%) de proteínas, reflejando la abundancia de complejos proteínicos 
implieados en ei transporte de electrones y la fosforilación oxidativa. La composi- 
ción lipídíca de las diferentes membranas celulares tambíén varia (Tabla 2.3). La 
membrána plasmática de E co//eontiene predominantemente fosfatidiletanola- 
mina, que constštuye el 80% del total de lípidos. Las membranas plasmáticas de 
los mamíferos son más complejas, conteníendo cuatro fosfolípidos principales 
—fosfatídilcolína, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, y esfingomielina— que 
juntos constituyen entre el 50 % y el 60 % del total de lípidos de membrána. Ade¬ 
más de los fosfolipidos, la membrána plasmática de las células animales contie- 
ne glucolípidos y colesterol, que generalmente corresponden a aproximada¬ 
mente el 40% de las moléculas de lípidos totaies. 


Figúra 2.46 

Movrlidad de los fosfolipidos en una 
membrána. Fosfolípidos individuales pue- 
den rota r y nnoverse late ral meňte dentro 
de una bicapa. 



TABLA 2.3. Composición lipídica de las membranas celulares* 3 



Membrána plasmática 

Retículo 

endoplasmático 

rugoso 

Membranas 

mitocondríales 

externas 

Lipido 

E. coti 

Eritrocito 

Fosfatidilcoíina 

0 

17 

55 

50 

Fosfatidilserina 

0 

6 

3 

2 

Fosfatidiletano! 
a mína 

80 

16 

16 

23 

Esfíngomielina 

0 

17 

3 

5 

Glucolípidos 

0 

2 

0 

0 

Colesterol 

0 

45 

6 

<5 


ftiente: Datos de P.LYeagle, 1993. The Membranes ofCelfs , 2nd ed, San Diego. CA:Academic Press. 

La compostción de la membrána está indieada como el porceniaje molar de los principál es lípidos constituyentes. 
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Figúra 2.47 

Inserción de colesterol en una membrána. El colesterol se inserta en la membrána 
con su grupe hidroxilo polar próximo a los grupos polares de cabeza de los fosfolípidos. 

Una importante propiedad de las bicapas lípídicas es que se comportan como 
fluidos bidímensionales en los que moléculas individuales (tanto lípídos como pro- 
teínas) son llbres para rotar y moverse en direcciones laterales (Fig. 2.46). Esta 
fluidez es una propiedad crucial de las membranas y esta determinada tanto por 
la temperatura como por la composición lipídica. Por ejemplo, las interacciones 
entre cadenas más cortas de ácidos grasos son más débiles que aquellas entre 
cadenas más largas, asi que las membranas que contienen cadenas de ácidos 
grasos más cortas son menos rígidas y se mantienen fluidas a temperaturas 
más bajas, Los lípidos que contienen ácidos grasos insaturados inerementan de 
forma similar la fluidez de la membrána porque la presencia de dobles enlaces 
introduce eurvamientos en las cadenas de ácidos grasos, haciende más dílicil 
que se empaqueten juntas. 

Debido a su estructura de anillo hidrocarbonado (véase Fig. 2.9), el coleste¬ 
rol desempena un pape! importante en la determinación de la ftuidez de la mem¬ 
brána. Las moléculas de colesterol se insertan en la bicapa con sus grupos 
polares hidroxilo próxímos a los grupos de cabeza hidrofílicos de losfosfolípidos 
(Fig. 2.47) Los anillos hídrocarbonados rigidos del colesterol interactúan por lo 
tanto con las regiones de las cadenas de ácidos grasos que son adyacentes a 
los grupos de cabeza de los fosfolípidos, Esta ínteracción dismínuye la movilF 
dad de las porciones externas de las cadenas de ácidos grasos, haciendo que 
esta parte de la membrána sea más rígída. Por otra parte, la inserción del coles- 
terol interfiere con las interacciones entre cadenas de ácidos grasos, mante- 
níendo de ešte modo la fluidez de la membrána a temperaturas más bajas. 


Grupo de cabeza Grupo Colesterol 
del fosfolípido hidroxilo / 



Proteínas de membrána 

Las proteínas son el otro constituyenfe principál de las membranas cefulares, 
constítuyendo entre e! 25 y el 75 % de la masa de las diversas membranas de la 
célula. El modelo actual de la estructura de la membrána, propuesto por Jona- 
than Singer y Garth Nicolson en 1972, considera las membranas como un mo- 
saico fluido en el que las proteínas están ínsertadas en una bicapa lipídica 
(Fig. 2.48). Mientras los fosfolípidos proporcionan la organización estructura! 
básica de las membranas, las proteínas de membrána desempeňan las funcio- 
nes específicas de las diferentes membranas de la célula. Estas proteínas se 
dividen en dos tipos generales, basándose en la naturaleza de su asociación 
con la membrána. Las proteínas integrales de membrána están embebidas 
dírectamente dentro de la bicapa lipídica. Las proteínas periféricas de mem¬ 
brána no están insertadas en la bicapa lipídica pero están asociadas con la 
membrána indirectamente, generalmente a través de interacciones con las pro¬ 
teínas integrales de membrána. 

Muehas proteínas integrales de membrána (Hamadas proteínas trans- 
membrana) atraviesan la bicapa lipídica, con partes expuestas en ambos lados 
de la membrána, Las partes de estas proteínas que atraviesan la membrána 
son habitualmente regiones a-helicoidales de entre 20 a 25 aminoácidos no 
polares. Las cadenas laterales hidrófobas de estos aminoácidos ínteraccionan 
con las cadenas de ácidos grasos de los lípidos de membrána, y la formación de 
una 2 -héfice neutralíza el carácter polar de los enlaces peptídicos, como se 
diseute previamente en ešte Capítulo con respectoal plegamientode las proteí¬ 
nas. La única otra estructura proteica conocida que atravíesa bicapas Jípídicas 
es el barril-/í, formada por el plegamiento de láminas-/ŕ en una estructura se- 
mejante a un barril. que se encuentra en algunas proteínas transmembrana de 
bacterias, cloroplastos, y mitocondrias (Fig, 2.49). Como los fosfolípidos, las 
proteínas transmembrana son moléculas anfipáticas, con sus partes hídrófilas 
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Figúra 2.48 

Modelo del mosaico fluido de la estruc- 
tura de la membrána. Las membranas 
bioiógicas consisten en proteínas inserta- 
das en una bicapa lipídica, Las proteínas 
integraíesde membrána están embebidas 
en la membrána, habitualmente a través 
de regíones z-helícoídales de entre 20 a 
25 aminoácidos hidrófobos. Algunas pro¬ 
teínas transmembrana atraviesan la 
membrána una sóla vez; otras tienen múl- 
tiples regiones que atraviesan la membrá¬ 
na. Aderrás, algunas proteínas están an- 
cladas en la membrána a través de lípidos 
que están ligados de torma covalente a la 
cadena polipeptídica. Estas proteínas 
pueden estar ancladas a la vertiente ex- 
tracelular de la membrána por glíeolípidos 
o a la vertiente citosólica por ácidos gra- 
sos o grupos prenílo (véase las estructu- 
ras en et Cap. 7). Las proteínas penférícas 
de membrána no están insertadas en la 
membrána pero están adheridas a través 
de interacciones con proteínas integrales 
de membrána. 


Proteína- 
integrál 
de membrána 


Proteína periférica de membrána 


expuestas al rnedio acuoso a ambos lados de Ea membrána. Algunas proteínas 
transmembrana atraviesan la membrána una sóla vez; otras tienen múltiples 
regiones que atraviesan Ja membrána. La mayoría de las proteínas transmem¬ 
brana de las membranas plasmáticas eucariotas han sido modificadas con la 
adición de carbohidratos, que están expuestos en la superficie de la célula y 
pueden partícipar en interacciones célula-célula. 

Las proteínas también pueden estar ancladas en las membranas por lípidos 
que están ligados de forma covalente a la cadena polipeptídica (véase Cap. 7). 
Modificaciones lipídicas específicas anclan proteínas a las vertientes citosólica 
y extraceíular de la membrána plasmática. Las proteínas pueden estar ancla- 
das a la vertiente citosólica de la membrána bien por ta adición de un ácido 
graso de 14 carbonos (ácido mirístico) a su extremo amtno terminál o blen por 
ia adición de un ácido graso de 16 carbonos (ácido palmítíco} o de grupos preni- 


lo de 15 ó 20 carbonos a las cadenas laterales de los residuos de cisterna. De 


forma alternatíva, las proteínas son ancladas a la vertiente extraceíular de ía 
membrána plasmática a través de la adición de giicolípidos a su extremo carbo- 
xilo terminál. 


Transporte a través de membranas celulares 

La permeabilidad selectiva de las membranas bioiógicas a las moléculas pe- 
queňas permite a la célula controlar y mantener su composición interná. Sólo 
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tas molécuias pequeňas no cargadas pueden difundir libremente a través de las 
bicapas de fosfolípidos (Fig. 2.50). Las molécuias pequeňas no polares, como 
el 0 2 y el CO Ľ , son solubles en la bícapa lipídica y poľ lo tanto pueden cruzar 
fácilmeníe las membranas celulares. Las molécuias polares pequeňas no car¬ 
gadas, como el H 2 O ť también pueden difundir a través de las membranas, pero 
molécuias polares no cargadas mayores, como la glucosa. no pueden. Las mo- 
léculas cargadas, como los iones, son incapaces de difundir a través de una 
bicapa de fosfolípidos independientemente de su tamaňo; incluso los iones H + 
no pueden cruzar una bicapa lipídica per difusión libre. 

Aunque los iones y la mayoría de las molécuias polares no pueden difundir a 
través de una bicapa lipídica, muebas de estas molécuias (como la glucosa) son 
capaees de atravesar las membranas celulares. Estas molécuias pasan a tra¬ 
vés de las membranas gracias a la actuación de proteínas específicas trans- 
membrana. que actúan como transportadores. Dichas proteínas de transporte 
determinan la permeabilidad seíectiva de las membranas celulares y de ešte 
modo desempeňan un papel crucial en la función de la membrána. Contienen 
múltiples regiones que atraviesan la membrána formando un condueto a través 
de la bicapa lipídica, permitiendo que molécuias polares o cargadas atraviesen 
la membrána por un poro proteínico sin interaccionar con las cadenas hidrófo- 
bas de ácidos grasos de los fosfolípidos de membrána. 

Como se trala en detaile en el Capítulo 12, hay dos tipos princípales de 
proteínas de transporte de membrána (Fig. 2.51). Los canales proteínicos for- 
man poros abiertos a través de la membráne, permitiendo libremente el paso de 
cualquier molécula de! tamaňo adecuado. Los canales iónicos, por ejemplo, 
permiten e! paso de iones inorgánicos como Na", K\ Ca 2 ", y Cl a través de la 
membrána plasmätica, Una vez abiertos, los canales proteínicos forman poros 
pequeňos a través de los cuales pueden cruzar la membráne por difusión libre 
iones del tamaňo y carga adecuados Los poros formados por estos canales 
proteínicos no están permanentemente abiertos; más bien, pueden ser abiertos 
o cerrados selectivamente en respuesta a seňales extracelulares. permitiendo 
a la céluia controlar el movimíento de iones a través de la membrána. Estos 
canales iónicos reguiados han sido estudiados especialmente bien en célu- 
las nerviosas y musculares. donde medián la transmisíón de seňales electro- 
químicas. 

En contraste con ios canales proteínicos, las proteínas transportadoras 
unen y transportan selectivamente molécuias pequeňas específicas, como la 
glucosa. En vez de formar canales abiertos, las proteínas de transporte actúan 


Molécuias pequeňas no cargadas Molécuias polares mayores e iones 



Exterior 



Figúra 2 49 

Estructura de un barríl-/£ Afgunas pro¬ 
teínas transmembrana atraviesan la bica¬ 
pa fosfolipídica como lámínas-// plegadas 
en una estructura semejante a un barril. 


Figúra 2,50 

Permeabilidad de las bicapas de fosfo- 
lípidos. Molécuias pequeňas no carga¬ 
das pueden difundir libremente a través 
de una bicapa de fosfolípidos. Sin embar¬ 
go. la bicapa es impermeable a molécuias 
polares mayores (como la glucosa y los 
aminoácidos) y a los iones. 
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(A) 



Figúra 2.51 

Canales proteŕnicos y proteínas de 
transporte. (A) Los canales proteínicos 
forma n po ros abiertos a través d e J os cua- 
les las moléculas del tamaňo apropiado 
(p. ej., iones) puedencruzar la membrána. 
(B) Las proteínas transportadoras unen 
seiectivameňte las pequeňas moléculas 
que serán transportadas y entonces expe- 
rirnentan un cambio conformadonal para 
fiberar la molécula al otro lado de la mem¬ 
brána. 


H* bajo 





(ŕľ) alto 


(B) 



Proteína 

transportadora 


Cambio 

conformadonal 


como enzimas para facilítar el paso de moléculas específicas a través de tas 
membranas. En particular, las proteínas de transporte unen moléculas específi- 
cas y después experimentan cambios coníormacionales que abren canales a 
través de los cuaJes la moiécuía que šerá transportada puede pasar a través de 
la membráne y ser Itberada en el otro lado. 

Como se describe hasta ahora T las moléculas transportadas bíen a través de 
canales proteínicos o de proteínas transportadoras cruzan las membranas en la 
dirección energéticamente favorable, determinada por los gradientes de con- 
centración y electroquímico —un proceso conocido como transporte pasivo. 
Sin embargo, las proteínas transportadoras también proporcionan un mecanis- 
mo a través del cual los cambios energéticos asooiados con el transporte de 
moléculas a través de una membrána puede ser acoplado a la utilización o 


Figúra 2.52 

Modelo de transporte activo. La energia derivada de la hidrólisis de ATP es empleada 
para transportér H' en contra de un gradiente electroquímico (de una baja a una alta 
concentración do hľ). La unión de Lľ está acompanada por la fosforilación de la proteína 
de transporte, io que induce un cambio conformadonal que promueve el transporte de H' 
contra el gradiente electroquímico. La liberación de H' y la hidrólisis deí grupo fosfát o 
ligado restablecen entonces el transportador a su conformación originál. 
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producción de otras formas de energia metabólica, igual que las reacciones 
enzimáticas pueden ser aeopladas a la hidrólisis o síntesis de ATP. Por ejerrv 
p!o, las molécufas pueden ser transportadas en una dirección energéticamente 
desfavorable a través de una membrána (p. ej. r contra un gradiente de concen- 
tracion) si su transporte en esa dirección esta acoplado a la hidrólisis de ATP 
como fuente de energia —un proceso denominado transporte activo (Fíg. 
2.52)—, La energia libre almacenada como ATP puede de ešte modo ser usada 
para controlar la composicíón interná de la célula, asi como para promover la 
biosíntesis de los componentes celulares. 


RESUMEN 

composicíón molecular de las células 

Carbohidratos Los carbohidratos incluyen azucares simples y polisacári- 
dos. Los polisacáridos sirven como formas de almacenamiento de azúcares, 
componentes estructurales de las células y marcadores en procesos de re- 
conocimiento celular. 

Lípfdos: Los lípidos son los principates componentes de las membranas ce- 
iulares, y sirven como depósito de energia y moiéculas de seňalizaeión, Los 
fosfolipidos consisten en dos cadenas de äcidos grasos hidrófobos unidas a 
u n grupo hídrófilo de cabeza que contiene fosfato, 

Ácidos nucieicos Los ácidos nucleicos son las principales moiéculas de in- 
formación de la célula. Tanto el ADN como el ARN son polimeros de nucíeóti- 
dos de purina y pírimidina. Los enlaces de hidrógeno entre pares de bases 
complementarias permiten a los äcidos nucleicos dirigir su propia replicación. 


Proteínas Las proteínas son polímeros de 20 aminoácidos distintos, cada 
uno de los cuales tiene una cadena lateral distínta con propiedades quŕmicas 
específicas. Cada proteína tiene una secuencia de aminoácidos propia, que 
determina su estructura tridimensional. En ia mayoría de las proteínas, combL 
nacíones de a-héíices y hojas /í se pliegan en dominios globulares con amL 
noácidos hidrófobos en el interior y aminoácidos hidrófilos en la superficíe. 

PAPEL CENTRAL DE LAS ENZIMAS COMO CATALIZADORES 
BIOLÓGICOS 

Actividad catatítica de tas enzimas. Prácticamente todas las reacciones 
quimicas dentro de las células son catalizadas por enzimas. 

Mecanismos de catátisis enzimática : Las enzimas incrementan la veloci- 
dad de las reacciones uniendo sustratos en la posíción adecuada, alterando 
la conformación de los sustratos para aproximarlos al estado de transición, y 
participando directamente en las reacciones quimicas. 

Coenzimas Las coenzímas trabajan junto con las enzimas para transportar 
grupos bioquímicos entre sustratos. 

Regutación de la actividad enzimática : Las actividades de las enzimas son 
reguladas para cubrir las necesidades fisiológícas de la célula. La actividad 
enzimática puede ser controlada a través de la unión de moiéculas pequeňas, 
de interacciones con otras proteínas, y de modificaciones covalentes. 


PALABRAS CLAVE 


carbohidrato, monosacárido, enlace 
glícosidico. oligosacárido, polisacárido, 
glucógeno, almidón, celulosa 


lípido, ácido graso, triacilglicerol, grasa, 
fosfolípido, esfingomieíina. anfipátíco, 
glicolípido, colesteroL hormona 
e staro idea 


ácido desoximbonucleico (ADN), ácido 
ribonucleico (ARN), ARN mensajero 
(ARNm), AftN ribosómico, ARN de 
transferencia, nucleótido, purina, 
pírimidina, adenína, guán ma, citosina 
timina, uracílo, 2 -desoxirribosa, ribosa, 
nucleósido, eniace fosfodiester, 
oligonucleotido, poli nuc leótido 

proteína, aminoácido, enlace peptídico 
polipéptído, cristatografía de rayos X, 
estructura primaria, estructura 
secundaria, i-hélice, hoja (í. estructura 
terciaria, dominío, estructura cuaternaría 


enzíma, sustrato, producto, estado de 
transición, energia de activación, sltío 
activo 

m o delo de la llave y la cerradura, ajuste 
inducido 


grupo prostát i c o. coenzima. nicot idam in 
adenin dinucleótido (NAD H ) 

inhibición por retroalimentacrón, 
regulaoión alostérica, fosforilación 
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energia libre de Gibbs (G), adenosin 
5 trifosfato {ATP}, enlace de alta energia 


glícolisis, coenzíma A (CoA), ciclo del 
ácido eítrico. ciclo de Krebbs, flavín 
adenŕn dinucleótído {FADH 2 ), 
fosforílacíón oxidativa* cadena de 
transporte de electrones 


reacciones ľuminosas, reacciones 
oscuras, pigmentos fotosintéticos, 
clorofila, ciclo de Calvin 


gluconeogénesis 


fijación de nitrógeno 


bicapa de fosfohptdos 


mosaico ťluido, proteina integrál d e 
membrána, proteina peritéríca de 
membrána, proteina transmembrana, 
barril-// 


canal proteico, proteina transportadora, 
transporte p asi vo, transporte actívo 


ENERGIA METABÓLICA 

Energia libre y ATP El ATP funciona como un depósito de energia libre, que 
es empleado para promover reacciones que requieren energia dentro de !as 
células. 

Generación de ATP a partir de gíucosa ; La degradación de glucosa es una 
f uente ímportante de energia celular. En células aeróbicas, Sa oxidación com- 
pleta de la glucosa pradúce entre 36 y 38 moiéculas de ATP, La mayoría de 
ešte ATP se deriva de las reacciones de transporte de electrones en las que el 
0 2 es reducído a HA 

Obtención de energia de otras motécuias orgánicas El ATP también puede 
ser obtenido a partir de la degradación de otras moiéculas orgánicas aparte de 
la glucosa. Debldo a que las grasas están más reducidas que los carbohidra- 
tos, proporcionan una fuente más eficaz de almacenamiento de energia. 

Fotosfntesis: La energia requerida para la sintesís de moiéculas orgánicas 
se obtiene en último término de la luz solar, que es aprovechada por las 
plantas y las bacterias fotosintéticas. En la primera etapa de la fotosíntesis, 
la energia de la luz solar se emplea para promover la síntesis de ATP y 
NADPH, acoplada a la oxidación de H 2 0 a 0 2 . El ATP y ei NADPH produci- 
dos en estas reacciones son empleados entonces para sintetizar glucosa a 
partir de C0 2 y HA 

BIOSÍNTESIS DÉ LOS COIVIPONENTES CELULARES 

Carbohidratos. La glucosa puede ser sintetizada a partir de otras moiéculas 
orgánicas, empleando energia y poder reductor en forma de ATP y NADH, 
respectivamente. Entonces se necesita ATP adicional para promover la sín¬ 
tesis de polisacáridos a partir de azúcares simples* 

Lipidos: Los lípidos son sintetizados a partir de acetil CoA, que se forma en 
la degradación de los carbohidratos. 

Proteínas: Los aminoácidos son sintetizados a partir de intermediarios de la 
glícolisis y de! ciclo del ácido citríco. Su poíímerización para formar proteínas 
requíere energia adicional en forma de ATP y GTP. 

Ácidos nucleicos ; Los nucleótidos de purina y pirimidina son sintetizados a 
partir de carbohidratos y aminoácidos. Su polimenzadon a ADN y ARN es 
promovida por la utilizacíón de nucleósidostrifosfatos como precursores ac- 
tivados. 

MEMBRANAS CELULARES 

Lipidos de membrána: La estructura básica de todas las membranas celu- 
lares es una bicapa de fosfolípidos. Las membranas de células animales 
también contienen glucolipidos y colesteroL 

Proteinas de membrána. Las proteínas pueden estar insertadas en la bica¬ 
pa lipŕdica o bien asociadas a la membrána indirectamente, a través de rnte- 
racdones proteína-proteína. Algunas proteínas atraviesan la bicapa lipŕdica; 
otras están ancladas a una vertíente de la membrána. 

Transporte a través de membranas ceíuíares: Las bicapas lipídicas son 
permeables sólo a moiéculas pequeňas no cargadas, Los iones y la mayoría 
de las moiéculas polares son transportados a través de las membranas celu- 
lares por proteinas de transporte específicas, cuya actuación puede ser aco- 
plada a la hidróltsis o sintesis de ATP 
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Preguntas 

1. ^Gué características del agua la ha- 
cen ideál como la molécula más abun- 
dante en las células? 

2. Explíca la diferencia entre un oligo- 
sacárido y un polisacárido. 

3. čCuá\ es la diferencia entre glucóge- 
no y celulosa? 

4. ^En qué se diferencia un ácidograso 
de una grasa? 

5. ^Cuáles son las principales funcio- 
nes de las grasas y los fosfolípidos en las 
células? 

6. Además de servir como bloques de 
construcción para los ácidos nucleicos, 
čqué otras funciones importantes po- 
seen los nucleótidos en las células? 


Bibliografia 

Bibliografia generál 

Berg, J. M,, J r L. Tymnc/ko and L. Stryer, 
2002. Biochťtiífotry* 5th od. New York' W. 
I í. Freeman, 

Mathews, C. K., K, E. van Holde and K. G. 
Ah cm. 2000. Biochcmislnj. 3rd ed. Red- 
wood City, L A: Benjamín Gummings. 

C o í n p o s i d ô n mol e c u I a r 
de los cólu las 

A n ŕi n sen C. B, 1073. í Vinei ples thať govem 
the ŕolding of protein chaíns. Science 1 Hl: 
223-230. [ľ] 

Branden, C. and I Tooze. 1999. hitroductimi 
to Protein StrucHtľe. 2nd ed. New York: 
Garland. 

Lhothia, C. and A. V. Finkolstcin, 1990. The 
classiŕication and orígins of psroteín fol- 
díng pallerns. Altu. Rev. Biochem. 59: 1007- 
103y. [R] 

Hol m, I . and L Sander 1996. Mapping 
the protein univerše. Science 273: 593-602. 

[Kl 

Kendrew, J. C. 1961. The three-dimensioml 
structn re of a protein moleciale. Sci. Am. 
205(6): 96-11T [R] 

Levitt, VI*, M. Gerstein, Ľ. Huang, S. 8ub- 
bia h a nd I. T sa i ! 997*1 Votein fo I d i ng: I he 
o n d game. Ann. Rev, Bi ochotu. 66: 549-579. 
[R] 

Paul mg, L, f K. b. Corey, and H R. Bmnson. 
1951. Tli e stme túre o f proteins: Two 
hydrogen bonded eonfigurations of the 
polypeptide chatn. Prac. Na!i Aúuí. Sci. 
USA 37: 205-211. |P| 

Rlchardson, J. S, 1981. The anatomy and ta- 
xooomv of protein strúc túre. Adv. Protein 
Chm. 34: 167-339. |R| 

banger, F. 1938. Sequences, sequcnces, and 
sequences* Ann. Rev. Biochem. 57: 1-28. |R| 
Tanford, C. 1978. The hydrophobic effect 
and thť* nrganizatinn ot living matter. 
Sama* 200: 1012-1018. |R| 


7. tdenlifica diez aminoáctdos apolares 
y deseribe dónde tienden a locafizarse en 
una enzima soluble en agua típica. 

8. El «bolsillo» de unión de la tripsina 
contiene un resitíuo de aspartato. ^Cómo 
crees que afectaría a Ja actividad enzi- 
mática el cambiar ešte amínoócido por lí¬ 
ši n a? 

9. Considera la reacción A ^ B + C, en 
la que AG - +3,5 kcal/mol. Calcula A G 
en condiciones intracelulares, sabiendo 
que la concentración de A es 10 ? M y 
las coneentradones de B y C son ambas 
de 10' a M. iEn quédirección progresará 
la reacción en la célula? Para tus cálcu- 
los, R= 1,98 x 10 5 kcaí/moí/gradG y 7 = 


P apel centrál de las enzimas 
como catatízadores hiológicos 

Koshland, D. F, 1984, Contro! of enzýme ac- 
t i v i t y a nd meta bo I ic pa t h w a y s, T ren ds Bio- 
dtem. Sci. 9: 155-159, [R] 

Lienhard, G. E. 1973. Enzymatic catalysis 
and transítion-state theory* Science 180: 
149-154, [R] 

Lipscomb, VV. N. 1983. Structure and catal¬ 
ysis of enzymes. Ann. Rev. Biochem. 52:17- 
34. [R] 

Monod, |. r f,-P Changeux and F. Jacob. 1963. 
Allostetic proteins and eellular contro T 
Systems, /. Mol Bicí. 6: 306-329, [P] 

N a ritka r, G. J. and D. ÍTerschlag. 1997. Me¬ 
chanik tie aspects of enzymatic catalysis: 
I cssons from comparison of KNA and 
protein onzymos. Ann. Re r v. Biochem. 66: 
19-59, |R| 

Neurath, 11. 1984, Evolutíon of proteolytic 
enzým es. Science 224: 350-357. [R| 
Schramm., V. L. 1998. Enzymalic transitäon 
States and transition state anaiog design 
Ann. Rev. Biochem. 67: 693-720. f R] 

En e rgta met ah ó U c a 

Beinert, H., R. H. Holm and E. Munck. 1997. 
Iron-snlfur clusters: N a tu reT modular, 
multipurposc strúctures. Science 277: 653- 
659 | K| 

Bennett, j. 1979. Tlie protein that harvests 
sunlight, Trtvids BiachettL Sei. 4:268-271. [R| 
Calvin, M. 1962, The path of carbon in pho- 
tosynthesäs. Science 135: 879-889, [KJ 
Dcisenhofcr, f. and I L M i chci 1991. Structu- 
res of bactcria I photusynthetic reaction 
center s. Ann. Rev. Cetl Biol 7 : 1-23. |RJ 
Krobs H. A, 1970, The history o f the tricar- 
boxylic cycltv Pcrspect. BioL Med. 14: 154- 
170, | R] 

Kuhlbrandt, VV., D. N. Wangand Y. Fuj í voš¬ 
li i 1994. Atomic model of plánt light-har- 
vesting complox by clectron crystallo 
g ra p h y , Na 1 11 re 367: 614-621. [ Pj 


= 298 K <25 C). Recuerda que In (x) = 2,3 
log 10 (x). 

10. í,Cuáles son las reacciones lumíni- 
cas y las reacciones oseuras de la foto- 
síntesis? 

11* A pesar de que las proteínas trans- 
portadoras y los canales proteicos son 
nnuy similares, como la especificidad y 
saturación a coneentradones elevadas 
del so t u to transportado, las proteínas 
transportadoras son más lenia s que los 
canales proteicos Explica. 

12. i, Por qué son las regiones que atra- 
viesan la membrána de las proteínas 
transmembrana ťrecuentemente /-hélí- 
ces? 


Nicholls, D. G, and S. ,J. Ferguson. 2002. Bioe- 
neryetics. 3rd ed. London: Academic Pre^s. 
Sa raste. M, 1999. Oxide ti v c phosphoryia- 
tion a t the f í n de slede, Science 283: 1488- 

1493. [R] 

BiosíntesiS d e los componentes 

celular es 

I ters, H. G. and L. Hue. 1983. Gluconeogene- 
sis and related aspccts o ť glvcolvsis. Ann. 
Rev. Biochem , 52: 617-653. [K] 

J o nes, M. F. 1980. Pyrímidine nucleotide 
biosynthesis in animals: Genes, en/ymes r 
and regulation of UM P biosvnthcsis. Ann. 
Rev , Biochem. 49: 253-279. [RJ 

Kurnberg, A. and T. A, Baker. 1991. DNA Re- 
plkation. 2nd ed. York: VV. H. Froe- 
man 

To] ber t N. P. 1981. IVfeta bol ic pathwavs in 
peroxi somes and glyoxvsomvs. Ann. Rev. 
Biochem. 50: 133-157. [Rj 

Umbarger, H. ľ. 1978, Amino acid bíosy- 
nthesis and ils regulation, Ann. Rev. Bio¬ 
chem, 47: 533-606. |R] 

Van den Bosch, H„ R. B I k Schutgens, R. J, 
A. VVanders and I. M. Tiger. 1992. Bioche- 
mistry of peroxísomes. Ann. Rev. Biochem. 
61: 157-197* [K] 

Wakil, S f,, j. K. Stoops and V. C. joshi. 1983. 
Fatl\ acid synlhesis and its regulation. 
Autu Rev. Biochem. 52: 537-579. [R] 

Ale m b ra n a s ce l u l a res 

Bretscher, M. 198.5. The molecuíesof the celí 
membráne* Sci. Am. 253(4): 100-108. [RJ 

Dow ham, VV. 1997. M o leču la r ba si s f or 
membráne phospholípid d i verši t v: VVhv 
are there so ma n y lipids? Auu. Rev. Bio¬ 
chem. 66: 199-212. jR| 

Englund, P. T. 1993 The structure and biosy- 
nthesis <4 glycoyyl phosphatídylinosltol 
protein anchors. Ann. Rev. Biochem, 62: 
121-138.|K] 

Fara/i, T. A., G. VVaksman and J. I. Gordon. 



88 • Seeción I • introducción 


2001. The biology and enzymology of pro- 
tein N-myrístoylatidn. Ann. Rev, Riochem. 
276: 39501-39504 [R] 

Petty, H. R. 1993, Molecuter Biology of Mení- 
branes: Structure and Funcíiott* New York: 
Plénum Press. 

Singer, S. J, 1990, The structure and insertion 
of integrál proteins in membranes, Ämu 
Rev. Celí BioL 6: 247-296, 1R| 

Singer, S, J. and G. L, Nicolson. 1972, The 


fluid mosaic model of the structure of celí 
membranes, Science 175: 720-731, [P] 

Tamm, L, K,, A. Arora and I, M Kleins- 
chmidt 2001. Strúciure and assembly of /í- 
barrel membráne proteins* /. BioL Chmn. 
276: 32399-32402, [R] 

Towler, D. A., ] L Gordcm, S. P. Adam s and 
L. Glaser. 1988. The biology and ertzymo 
logy of eu kanutie protein acylation. Am r. 
Rev. Biochémii: 69-99, [R] 


White, S. II, A, S. Ladokhin, S. Jayasinghe 
and K, Hristova. 2001. How me m branes 
shape protein strueture. /. BioL Omn. 276: 
32395-32398. [R] 

Yeagle, P. L. 1993. The Membráne s of Cetls. 

2nd ed. San Diego, C A: Academíc Press, 
Zhang, F. L, and ľ. J, Casey. 1996. Protein 
prenylation: Molecutar mechanísms and 
functional ctmsequences. Anti. Rev. Bio 
chém. 65: 241-269. [R] 



Herenda, genes y ADN 89 

Expresión de la ínformadón genética 96 

ADN recombínante 103 

Detección de ácidos nudeicos y 
proteínas 117 

Fundón de los genes en eucariotas 123 

Experimento clave: 

Hipótesis del provims de ADN 102 

Medicína molecular: 

VIHysida 105 


A biología molecular CONTEMPQRÁNEA se ocupa principaimente de la 



comprensión de los mecanismos responsabies de la transmisión y expre- 


L. sión de la informacíón genética que en último término determinan la es- 
tructura y función celulares. Como fue expuesto en el Capítulo 1, todas las célu- 
las comparten un numero de propiedades básicas, y ésta unidad subyacente de 
la biología celular es particularmente evideníe en e! nivel molecular. Tal unidad 
ha permitído a los cientílicos elegir organismos senciílos (como las bacterias) 
como modelos para muchos experimenlos fundamentales asumiendo que me¬ 
canismos moíeculares similares son comunes en organismos tan distínfos 
como E. coli y el organísmo humano. Numerosos experimentos han demosíra’ 
do la validez de esta premisa, y actualmente es evidente que la biológia mole¬ 
cular celular proporciona un marco unificador para comprender diversos aspec- 
los del comportamiento celular. 

Los avances iníciales en biología molecular se lograron aprovechando el 
rápido crecimiento y la facilidad de manipulación del genoma de bacterias sen- 
cillas como E. coli[ y sus virus. A continuación, el desarrollo del ADN recombb 
nante permitió establecer tanto los príncipios fundamentales, como diversos 
procedimientos experimentales desarrollados en un principio en procariotas y 
apltcados posteriormente a células eucariotas. La aplicacion de la tecnología 
del ADN recombinante ha tenido un enorme impacto, inicialmente permitiendo 
el aislamiento y caracterizacion de genes eucarióticos individuales, y más re- 
cientemente permitiendo la determinación de secuencias completas del geno¬ 
ma de animales y plantas superiores, incluyendo el humano. 


Herencia, genes y ADN 

Quízá la propiedad fundamental de todos los seres vivos es ia capacidad de 
reproducirse. Todos los organismos heredan de sus progenitores la información 
genetíca específícando su estructura y función. De igual forma, todas las células 
provienen de otras células preexistentes, por lo que el matéria! genético ha de 
ser replicado y transferido del progenitor a ia célula hija en cada división celular. 
El modo por el cual la informacíón genética es replicada y transmitida de célula 
a célula y de organismo a organismo representa pues una de las cuestiones 
centrales de la Biología. Asi, !a elucidación de los mecanismos de la transmi¬ 
sión genética y la ídentificacíón del ADN como el matéria! genético fueron des- 
cubnmientos que constituyen los címientos de nuestro entendimiento actual de 
la biológia a nivel molecular. 
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Genes y cromosomas 

Los principios genéticos clásicos fueron deducidos por Gregor Mendel en 1865, 
basándose en experimentos con guisantes, Mendel estudió la herencia de un 
numero de rasgos blen definidos, como e( color de la semilla, y fue capaz de 
deducir las reglas generales para su transmisión. Interpreió correctamente los 
patrones de herencia observados asumiendo que cada rasgo está determinado 
por un par de factores heredados, conocidos actualmente como genes. De 
cada progenitor se hereda una copia del gen (llamada alelo) especificando 
cada rasgo, Por ejemplo cruzando dos variedades de guisantes —una con se- 
millas amarillas y otra con semillas verdes— se obtienen los siguientes resulta- 
dos (Fig. 3.1}: Las cepas progenitoras tienen cada una dos copias idénticas del 
gen que especifica el color amarillo (V) o verde (y) de las semillas, respectiva- 
mente. Las plantas hijas son por lo tanto hĺbridos, habiendo heredado un gen 
para semillas amarillas (V) y otro para semillas verdes (y). Todas estas plantas 
hijas (la primera generación o F,) tiene semillas amarillas, por lo quese dice que 
el amarillo (Y) es dominante y el verde (y) recesivo. El genotipo (composición 
genética) de los guisantes F, es entonces Yy, y su fenotipo (apariencia física) 
es amarillo. Si se cruza un descendiente F, con otro, dando lugar a la genera¬ 
ción F a , los genes de las semillas amarillas y verdes se segregan de tal forma 
que la proporción entre plantas F a con -semillas amarillas y aquellas con semi¬ 
llas verdes es 3:1. 

Los descubrimientos de Mendel, aparentemente por delante de su tiempo, 
fueron ignorados hasta 1900, cuando las leyes de Mendel fueron redescubier- 
tas y se reconoció su importancia. Poco después se propuso el papel de los 
cromosomas como portadores de genes, al evidenciar que la mayor parte de 
las células de plantas superiores y animales son diploides, es decir, contienen 
dos copias de cada cromosoma, Sin embargo, la formación de las células ger- 
minales (el espermatozoide y el óvulo) se pradúce a través de un tipo caracte- 
ríslico de división celular (meiosís) en el cual un único cromosoma de cada par 
se transmite a cada célula hija (Fig. 3.2). Por lo tanto, el espermatozoide y el 
óvulo son haploides, dado que contiene una copia de cada cromosoma. La 
unión de estas dos células haploides en la fertilización da lugar a un nuevo 


Cepas 

progenitoras 


Gametos 



Las cepas progenitoras poseen cada una dos 
copias (alelos) dei gen que codifica el color 
amarillo (Y) o verde (y) de Jas semillas. 



Los progenitores pradúce n células 
germinales (gametos). cada una de las 
cuales contiene u no de los genes. que 
dan lugar a la generación hĺbrida F v 


Dado que Y es dominante, todas las 
plantas de la F-, tienen semillas amarillas. 


El cruzamiento entre dos plantas F f da 
lugar a la generación F 2 , con una 
proporción característica de 3:1 entre 
fenotípos dominante (amarillo) y recesivo 
(verde). 
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Progenitor mascuiino Progenitor femenino 



Las céluias diploides contienen dos 
copias de cada cromosoma. 


La meiosis da lugar a gametos 
haploides que contienen un solo 
cromosoma de cada par. 


La fertifización da lugar a la 
formación de un embnón diploide, 
que co n ti e ne u n cromosoma de 
cada progenitor en cada par d e 
cromosomas. 


Figúra 3.2 

Cromosomas durante la meiosis y fer- 
tilizacíón. Se ilustran dos pares de cro¬ 
mosomas de un organismo hipotético. 


organismo diploide, que contiene ahora un cromosoma de cada par procedente 
de cada progenitor, mascuiino y femenino. E! comportamiento de los pares de 
cromosomas se asemeja a! de los genes, ilevando a la conclusión de que los 
genes son transportados por los cromosomas. 

Los fundamentos de las mutaciones, ligamiento genético y las relaciones 
entre genes y cromosomas fueron en su mayor parte establecidos en experi- 
mentos con la mosca de la fruta, Drosophiía mefanogaster. Drosophila se man- 
tiene con facilidad en eí laboratorio, y se reproduce cada dos semanas. lo cual 
es una considerable ventaja para experimentos genéticos. De hecho, estas ca- 
racterísticas siguen haciendo a Drosophiía u n organismo de elección para estu- 
dios genéticos en animales, particularmeníe en el análisis genético del desarro- 
llo y la diferenciación. 

A principios de ešte sigio se identtficaron una šerie de alteracíones genéticas 
(mutaciones) en Drosophiía , afectando a características fácilmente observa- 
bles como el color de ios ojos o la forma de las alas. Los experimentos de 
cruzamiento indicaron que algunos de los genes responsables de estos ras- 
gos se heredan de forma independiente entre ellos, sugiriendo que estos ge¬ 
nes se localizan en diferentes cromosomas que se segregan independiente- 
meňte durante la meiosis (Fig. 3.3), Otros genes, por otro lado, se heredan 
juntos como características emparejadas, Dichos genes se dice que están 
ligados entre sí en virtud de estar localizados en el mismo cromosoma. El 
número de grupos de genes ligados es el mismo que el numero de cromoso¬ 
mas (cuatro en Drosophiía ), apoyando la idea de que los cromosomas son los 
portadores de los genes. En 1915, se habŕan definido y mapeado casi cien ge¬ 
nes en cuatro cromosomas de Drosophila , dando lugar a una aceptación gene¬ 
rál de la base cromosómica de la herencia. 

Genes i/ enzimas 

Los estudios genéticos iniciales se centraron en la identíficación y localízacíón 
cromosómica de los genes que controlan características fácilmente observa- 
bíes, como el color de los ojos de Drosophiía . Sin embargo, el modo por el que 
los genes producían los fenotipos observados era desconocído. La primera ob- 
servación de la relación entre genes y enzimas llegó en 1909, cuando se eví- 
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Dado que ambos 
genes están en el 
mismo cromosoma, 
no se separan entre 
ellos en la meiosis, 

Por lo tanto, la 
generación F, produce 
sólo dos tipos de 
gametos. 


Dado que los eromosomas s e 
segregan independientemente 
durante la meiosis. la 
generación F t da lugar a 
cuatro tipos distintos de 
gametos. 


La generación F 2 muestra sólo dos fenotipos 
-redondo/rojo y redondo/azui- con la proporción 
3:1 característica de la herencia de un gen Ĺinieo. 


La generación F 2 muestra 
cuatro fenotipos distintos 
-cuadrado/rojo, cuadrado/ 
azul, redondo/rojo y 
redondo/azul- con una 
proporción 9:3:3:1. 


Generación F 2 


Generación F 1 


(A) Segregación de dos genes hipotéticos para la forma 
(AJa - cuadrado/redondo y B/b - rojo/azul) 


Cepas 

progeni- 

toras 


(B) Ligamiento de dos genes localizados en el mismo 
cromosoma 


Generación F 2 


j^Gametcs^ 


Cepas 

progeni- 

toras 


Figúra 3 3 

Segregación y ligamiento genético. 

(A) Segregación de dos genes hipotéti¬ 
cos para la forma (A/a - cuadrado/redon¬ 
do) y ef color ( B/b = rojo/azul) localizados 
en distintos eromosomas. (B) Ligamiento 
de dos genes localizados en el mismo 
cromosoma. 


denció que la enfermedad hereditaria humana fenilcetonuria (véase Medicína 
Molecular, Cap. 2) resultaba de un defecto genético en el metabolismo del ami- 
noácido fenilaianina. Surgió la hipótesis de que el defecto aparecía por una 
defíciencia de la enzima necesaria para catalizar alguna reacciôn metabólica 
ímplicada en el metabolismo aminoácido, llevando a la presuncíón generál de 
que los genes especifican la síntesis de enzimas. 

Una evidencia más čiara de la relación entre los genes y la síntesis de enzF 
mas Ifegó con los experímentos de George Beadle y Edward Taturn, llevados a 
cabo en 1941 con ef hongo Neurospora crassa. En ef laboratorio Neurospora 
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puede cuJtívarse en medios de cuitivo bäsícos o enriquecidos simílares a los 
descrítos en el Capítulo 1 para e! cuitivo de EmoIL Para Neurospora los medios 
básicos contienen únícamenste sal, glucosa y biotina; los enriquecidos se su- 
plementan con aminoácidos, vitaminas, purinas y pírimidinas. Beadle y Tatum 
aislaron cepas mutantes de Neurospora que crecŕan con normalidad en medios 
enriquecidos pero no crecŕan en medios básicos. Se encontró que cada mutarv 
te requeríaun suplemento nutricional especŕfico, como un determinadoaminoá- 
cído, para poder crecer. Además se correiacionaba la necesidad de un determi- 
nado nutríente con la íncapacidad de la cepa mutante para sintetizarlo. De ešte 
modo. cada mutación producia una deficiencia en una vía metabólica específi- 
ca. Dado que se sabía que estas rutas metabólicas estaban compuestas de 
enzimas, la conclustón de estos experimentos fue que cada gen codificaba la 
síntesis de una enzima única —la hipótesis un gen-una enzima. Actualmente 
se sabe que muchas enzimas se componen de varios polipéptfdos, por lo que la 
afirmaclón aceptada en ešte momento es que cada gen codifica la estructura de 
una cadena polípeptídica. 


Identificación del ADN como cl materiál genético 

El entendimiento de la base cromosómtca de la herencia y la relación entre 
genes y enzimas no aportaron per se una explicación molecular del gen. Los 
cromosomas contienen proteínas además de ADN. y se creyó inicialmente que 
los genes eran proteínas. La primera evidencia que llevó a la identificación del 
ADN como el matéria! genético llegó de estudios en bacterlas. Estos expert- 
mentos representan el prototipo de los abordajes actuales para definir la función 
de los genes basados en la introducción de secuencias de ADN en !as células, 
como šerá expuesto más adeíante en ešte capítulo. 

Los experimentos que defínieron el papel del ADN se derivaron de estudios 
sobre la bactería que causa la neumonía (Pneumococcus), Las cepas virulen- 
tas de Pneumococcus estan rodeadas de una capsula de polisacarido que pro- 
tege a la bacteria del ataque del sistema inmune del huésped. Dado que ía 
cápsuía da a las colonías un aspecto liso en e! medio de cuitivo, ías cepas 
encapsuladas se denominan L. Las cepas mutantes que han perdido la capa- 
cidad de sintetizar la cápsula (denominadas R) forman colonias con el borde 
rugoso y no son letales cuando se ínoculan en el ratón. En 1928 se observó 
que los ratones inoculados con bacterias no encapsuladas ( R) y bacterias 
encapsuladas (S) inactivadas con calor desaľrollaron neumonía y murieron. 
Conviene reseňar que las bacterias aisladas en estos ratones eran del típo S. 
Experimentos posteriores mostraron que un extracto de bacterias de tipo S 
libre de células era igualmente capaz de convertir (o transformar) bacterias R 
al estado S. Por lo tanto, una sustancia en el extracto S (llamado el principio 
transformador o transformante) era responsable de indudr la transformación 
genética de bacteria R a S. 

En 1944 Oswald Avery, Colin McLeod y Maclyn McCarty establecieron de 
forma doble que el principio transformador era ADN, purificándolo de extractos 
bacterianos y demostrando que su actividad desaparece tras la digestión enzi- 
mática del ADN y no tras la digestión enzimática de las proteínas (Fig. 3.4). 
Pese a que estos estudios no llevaron a la aceptación inmedŕata del ADN como 
el materiál genético, fueron ampliados unos pocos aňos después con experi¬ 
mentos con vírus bacterianos En partícular se observó que cuando un vírus 
infectaba a una célula era precíso que el ADN viral penetrara en la célula (pero 
no las proteínas) para que el vírus se replicara. Además, a las partículas virales 
hijas se transmite el ADN del vírus progenitor y no sus proteínas. La concurren“ 
cia de estos resultados junto con estudios posteriores de la actividad del ADN 
en la transformación bacteriana llevó a la aceptación de la idea de que el ADN 
es el matéria! genético. 
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ADN purificado 
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Se aňade ADN 
purificado L a 
bacterias R 




Bacterias L 



Figúra 3 4 


Transferencia de información genética por el ADN, Se extrae e! ADN de una cepa 
patogénica de Pneumococcus , rodeado de una cápsuia y que forma colonias Itsas (L). Si 
se aňade ešte ADN purificado L a un cultivo de Pneumococcus no paíogénicos, que no 
fornnan cápsuia y que forman colonias rugosas (R), se transforman a ia forma L, Por io 
tanto el ADN purificado contiene la información genética responsable de la transforma- 
ción de bacterias R en L. 


Estructura tiel ADN 

La comprensión de la estructura tridimensional del ADN t deducida en 1953 por 
James Watson y Francis Crick, ha sido la base para la biológia molecular ac- 
tuaL En la época de los trabajos de Watson y Crick se sabia que eí ADN era un 
polímero compuesto de cuatro nucleótidos “dos purinas (adenina [A] y guani- 
na [G]) y dos pírimidinas (citosina [C] y timina [T])— unidas a azúcares fosforila- 
dos. Dado e! papel centrál del ADN como matéria! genético, la elucidación de su 
estructura tridimensional parecía crítica para entender su función. El enfoque 
de Watson y Crick del problema estuvo muy influencíado por la descripción de 
Linus Pauling de las uniones por puentes de hidrógeno y la 2 -hélice, un lipo 
común de estructura secundaria de las proteínas (véase el Cap. 2), Se obluvo 
además información experimental sobre la estructura del ADN con los estudios 
de cristalografía por refracción de rayos X llevados a cabo por Maurice Wilkins y 
Rosalind Franklin. E! análisis de estos datos reveló que el ADN es una hélíce 
que da un gíro cada 3,4 nm, y que ía dištancia entre bases es de 0,34 nm, por lo 
que en cada vuelta de fa hélice hay diez bases. Un dato importante es que el 
diámetro de la hélice es de 2 nm, sugíriendo que está compuesto no de una síno 
de dos cadenas de ADN. 

A partir de estos datos Watson y Crick construyeron su modelo del ADN 
(Fig, 3.5). La principál característica es que se trate de una doble hélice con eJ 
esqueleto azucar4osfato en el exterior de la motécula. Las bases están en el 
interiér, orientadas de tal forma que se forman enlaces de hidrógeno entre puri- 
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nas y pirímidinas de cadenas opuestas. El apareamiento de las bases es m u y 
específíco: A siempre se empareja con T y G con C. Esta específicidad explica 
los resultados previos de Erwin Chargaff, quíen analizó la composíción de diver- 
sos ADN y enconfró que la cantídad de adenina era siempre equivalente a la de 
timina, y la cantídad de citosina a la de guanina, A causa de esta específicidad 
en el apareamiento de bases las dos hebras de ADN son complementarias: 
cada hebra contiene toda la información necesaria para especificar la secuen- 
cia de bases de la otra. 


Replicación del ADN 

El descubrimiento de la específicidad en el apareamiento de las bases entre las 
dos hebras del ADN sugirió de forma inmediata una solución para la cuestión de 
cómo el matéria! genétäco dirige $u propia replicación —un procese que es ne- 
cesario cada vez que la célula se divide. Se propuso que las dos hebras de Ja 
molécula de ADN se podrían separar y servir como moldes para la síntesis de 
nuevas hebras complementarias, cuya secuencia séria dictada por la especifici- 


2 nm 



EF ADN es una dobie hélice con las bases 
en el interíor y el esqueJeto azúcar fosfato 
en el exteiior de la molécula. 


y 0,34 nm 


> 3,4 nm 




Figúra 3.5 

Estructura del ADN. 


Las bases de Ja hebras opuestas se aparean mediante enlaces de bidrógeno entre adenina 
(A) y timina (T), y entre guanina (G) y citosina (C), Las dos hebras de ADN corren en 
direcciones opuestas, definidas por los grupos 5 J y 3 de las unidades de desoxirribosas 
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dad en el apareamiento de bases (Fig. 3.6). El proceso se denomina replica- 
ción semiconservativa porque una hebra de ADN progenitor se conserva en 
cada una de las dos moléculas hijas de ADN. 

En 1958 se obtuvo apoyo directo para la teória de la replicación semiconser¬ 
vativa del ADN gracias a una šerie de eiegantes experimentos llevados a cabo 
por Matthew Meselson y Frank Stahl, en ios cuaies el ADN fue marcado con 
isótopos que alteraron su densidad (Fig. 3.7). Se hizo crecer E. coli en medios 
de cultivo que contenían el isótopo pesado del nitrógeno (N 15 ) en lugar del isóto- 
po normál, más ligero (N 14 ). Consecuentemente el ADN de estas bacterias con- 
tenía N’ 5 y era más pesado que el de las bacterias crecidas en N 14 , Ešte ADN 
pesado se pódia separar del ADN que contenía N H por centrifugación de equili- 
brio en un gradiente de densidad de CsCI. Esta posibilidad de separar ADN 
pesado (N' s ) de ADN ligero (N 14 ) permitió estudiar la síntesis de ADN. Se trans- 
firieron células de E. coli que habían crecido en el medio con N 1S a un medio 
que contenía N ,4 t y se les permitió replicarse una vez más, Se extrajo su ADN 
y se analizó por centrifugación en un gradiente de densidad de CsCI. Los re- 
sultados de ešte análisis indicaron que todo el ADN pesado había sido reem- 
plazado por ADN de nueva síntesis con una densidad intermedia entre el de 
las moléculas de ADN pesada (N ,s ) y ligera (N' 4 }. El significado es que durante 
la replicación las dos hebras de ADN parental pesado se separan y sirven de 



Hebra parental 
de ÁDN 


Hebra hija de ADN 


moldes para la síntesis de hebras hijas de ADN ligero, producíendo moléculas 
de doble hebra de densidad intermedia. Ešte experimento proporcionó evi¬ 
dencia directa de la replicación semiconservativa del ADN, subrayando la im- 
portancia del apareamiento complementario de bases entre las hebras de la 
doble hélice. 

La capacidad del ADN para servir de molde para su propia replicación fue 
establecida más adelante con la demostración de que una enzima purificada de 
E. coli (la ADN polimerasa) pódia cataiizar ia replicación del ADN in vitro. Con 
la presencia de ADN como molde, ia ADN polimerasa era capaz de dirigir la 
incorporación de nucleótidos en una molécula del ADN complementaria. 


Expresión de la información genética 

Los genes actúan determinando la estructura de las proteínas, que son respon- 
sables de dirigir el metabolismo celular a través de su función como enzimas. La 
identificación del ADN como el materiál genético y la elucidación de su estructu¬ 
ra revelaron que la información genética se especifica por el orden de las cuatro 


Figúra 3.6 

Replicación semiconservativa del ADN* Las dos hebras de ADN pa¬ 
rental se separan. y cada una sirve como molde para la síntesis de una 
hebra hija por apareamiento complementario de bases 
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Bacterias creddas con N 14 Bacterias crecidas en N 15 Transferencía a N 11 para una diVision 



bases (A, C r G y T) que constituyen la molécula de ADN. Las proteínas son 
polímeros de 20 aminoácidos, cuya secuencia determina su esimctura y función. 
La pri mera relación directa entre una mutación genétíca y una alteración en la 
secuencia de aminoácidos de una proteína se establecíó en 1957, cuando se 
descubríó que los pacientes con una enfermedad hereditaria denominada ané¬ 
mia de células faiciformes poseen moiéculas de hemoglobina que dífieren de las 
normalesen una sóla sustitución de un aminoácído. Se obtuvo un entendímien- 
to más profundo de la relación molecular entre ADN y proteínas tras una šerie 
de experimentos que tomaron como modelos genéticos a Ecofi y sus virus. 

Colinealidad de genes i/ proteínas 

La hípótesis más símple para entender la relación entre genes y enzimas era 
que el orden de los nucleótidos en el ADN especificaba el orden de aminoäcidos 
en la proteína. Las mutaciones en un gen se corresponderían con alteraciones 
en la secuencia de ADN, que resultarían de la sustitución de un nucleótido por 
otro o de la adíción o deleccion de nucleótidos. Estos cambios en la secuencia 
de nucleótidos producirían los cambios correspondientes en la secuencia de 
aminoácidos de la proteína codificada por el gen en cuestión. Esta hipótesis 
predecía que distíntas mutaciones en el mismo gen alterarían distintos aminoá¬ 
cidos en la proteína codificada, y que las posiciones de las mutaciones en un 
gen se reflejarían en las posiciones de ias alteraciones en los aminoácidos a lo 
largo de su producto proteínico. 

La rapidez de replicación y la simplicidad del sästema genético de E. cofi 
fueron de gran ayuda para abordar estas cuestiones. Se pueden aislar una gran 
variedad de mutantes, incluidas mutaciones nutricionales que (de igual modo 
que las mutaciones de Neurospom discutidas previamente) requieren determi- 
nados aminoácidos para crecer. El rápido crecimiento de E. coii hizo posible el 
aislamiento y mapeo de mutaciones múltiples en ei mismo gen, ilevando a la 
primera demostración de la relación lineal entre genes y proteínas. En estos 
estudios Charles Yanofsky y sus coiaboradores mapeados una šerie de muta¬ 
ciones en el gen que codifica una enzima necesaría para la síntesis del aminoá- 
cído triptófano. El análísís de las enzimas codificadas por los genes mutantes 
reveló que las posiciones relativas de los aminoácidos alterados eran las miš¬ 
maš que las de las mutaciones correspondientes (Fig. 3.8). Por lo tanto la se- 
cuencía de aminoácidos en la proteína es colineal con la de mutaciones en el 
gen, como es de esperar si el orden de nucleótidos en el ADN especifica el 
orden de aminoácidos en la proteína. 


Figúra 3.7 

Demostración experimente! de ta repli¬ 
cación semiconservativa. Se transfie- 
ren bacterias que ban sido cultivadas en 
un medio con el isótopo normál del nitró- 
geno (N 14 ) a un medio que contiene un 
isotopo pesado (N 15 ) y se dejan crecer du- 
rante varias generaciones. Se transfieren 
de nuevo a un medio que sólo contiene 
N Ť4 y se dejan crecer durante una genera- 
ción adicional. Se extrae su ADN y se ana- 
liza por centrifugación de equilibrío con 
una solución del CsCI, el cual sedimenta 
formando un gradiente de densidad. Las 
moléculas de ADN se depositan a una al¬ 
tu ra a la que su densidad es equivalente a 
la del CsCI. El ADN de la bacteria crecida 
en N in que fue transferida para un único 
ciclo en N 14 se deposita a una altura Inter- 
media entre las del ADN de bacterias cul- 
tivadas exclusívamente en N 4 y N |ij . Esto 
significa que es una molécula hĺbrida con 
una hebra ligera y otra pesada. 
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Figúra 3,9 

Sŕntesis de ARN a partir de ADN. Las 

dos hebras de ADN se desenrollan, y una 
es usada como molde para Ja sŕntesis de 
una hebra de ARN; 


Figúra 3,8 

Colinealidad de genes y proteínas. Una šerie de mutaciones (puntas de flecha) fueron 
mapeadas en el gen de E coli que codifica la triptófano sintetasa (línea superior). Las 
s u stí tu c i on es d e ammoáeidos resultantes de cada mutación fueron determinadas po r se- 
cuenciación de Jas proteínas de la bacteria mutante (línea inferior). Estos análisis revela- 
ron que el orden de las mutaciones en el ADN era el mísmo que el orden de las sustituciO’ 
nes de aminoácidos en la proteŕna codiftcada. 


Pape! del ARN mensajero 

Aunque la secuencia de nucleótidos en el ADN pareeía especificar el orden de 
los amínaäcidos en las proteínas, eso no signifícaba necesanamente que el 
ADN dirigiera por sí mismo la sŕntesis de proteínas. De hecho, no parecía ser el 
caso, dado que el ADN se locafiza en el núcleo de las células eucarióticas, 
mientras que la sŕntesis proteínica se fleva a cabo en el citoplasma. Era necesa- 
ria otra molécula para llevar ía información genética de! ADN a los sitios donde 
se realiza la sŕntesis de proteínas (los ribosomas). 

El ARN se antojaba un buen candidato para ser dicho íntermediarío porque 
la simiľrtud de su estructura con la del ADN sugerŕa que el ARN pódia ser sinteti- 
zado a partir de un molde de ADN (Fig. 3.9). El ARN dífiere del ADN en que se 
compone de una cadena única en vez de ser de doble cadena, sus azúcares 
son ribosas en vez de desoxirribosas y contiene la base pirimídínica uracilo (U) 
en vez de timina (T) (véase la Fig. 2.10). Sín embargo, ni el cambio de azúcar ni 
la sustitución de T por U altera e! apareamiento de las bases, por lo que la 
sŕntesis de ARN puede ser realizada de manera directa sobre un molde de 
ADN, Además, dado que el ARN se localiza primanamente en e! citoplasma, 
parecía un intermediario lógico para transferir la información del ADN a los 
ribosomas. Estas caractensticas del ARN sugirieron una vía para el ffujo de 
información genética que se conoce como el dogma centrál de Ja biológia mo- 
lecular; 


ADN-> ARN —Proteŕna 

De acuerdo con ešte concepto. las moléculas de ARN se säntetizan a partir de 
moldes de ADN (un proceso llamado transcrĺpción), y las proteínas se sinteti- 
zan a partir de moldes de ARN (un proceso denominado traducción). 

La evidencia experimental sobre la intermediación del ARN postulada por el 
dogma centrál fue obtenida por Sidney Brenner, Franccis Jacob y Matthew Me- 
selson en estudios de E . co//infectados por el bacteriófago T4. La sŕntesis de 
ARN de E, co//se interrumpe tras la ínfeccíón por el bacteriófago T4, después 
de lo cual el unico ARN de nueva sŕntesis en bacterias infectadas es transcrito a 
partir del ADN del T4. Ešte ARN del T4 se une a ribosomas bacterianos, transfi- 
riendo la información del ADN al lugar donde se realiza la sŕntesis proteínica, 
Debido a su función como intermediarios en el flujo de información genética, las 
moléculas de ARN que sírven de moldes para la síntesis proteínica se denomi- 
nan ARNs mensajeros (ARNm), Son transcritos por una enzmna (ARN poli- 
merasa) que cataíiza la síntesis de ARN a partir de un molde de ADN. 

Aparte del ARNm, existen otros dos típos de moléculas de ARN que son 
importantes en fa síntesis proteínica. El ARN ribosómíco (ARNr) es un compo- 
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nente de los ribosomas, y el ARN de transferencia (ARNt) funciona como una 
molécula adaptadora que alinea los aminoácidos a lo largo del molde de ARNm. 
La estructura y funcíón de estas moléculas se tratan en la siguiente sección y en 
mayor detaile en los Capítulos 6 y 7, 


Código genético 


^Cómo se traduce la secuencia de nucleótidos del ARNm a la secuencia de 
aminoácidos de una proteína? En ešte escalón de la expresión génica se trans- 
fiere información genética entre macromolécufas químicamente no relaciona- 
das —ácidos nucleicos y proteinas— y plantea dos nuevos problemas para en- 
tender la acetón de los genes. 

Primero, dado que los aminoácidos no se relacionan estructuralmente con 
las bases de los ácidos nucleicos, el apareamiento complementario directo en¬ 
tre las bases del ARNm y los aminoácidos d u raňte la incorporación de éstos a 
las proteinas parecía imposible. ^Como se alineaban entonces los aminoácidos 
sobre el molde de ARN durante la síntesis proteínica? Esta cuestión se aclaró 
con el descubrimiento de que los ARNt sirven de adaptadores entre los aminoá- 
cidos y el ARNm durante la traducción (Fig. 3.10). Prevíamente a su utilización 
en la síntesis proteínica, cada aminoácido se une a su ARNt por medio de una 
enzimaespecífica. El apareamiento de bases entre una secuencia de reconoci- 
miento del ARNt y una secuencia complementaria en el ARNm dírige al aminoá¬ 
cido a su posición correcta en el molde de ARNm. 

El segundo probiema para tradudr una secuencia de nucleótidos a una se¬ 
cuencia de aminoácidos era la determinación del código genético. ^Cómo se 
podría transferir la información contenida en una secuencia nucleotídíca de cua- 
tro elementos a la secuencia de 20 aminoácidos distíntos que compone las pro- 
teínas? Dado que cuatro nucleótidos deben codificar 20 aminoácidos, son preeu 
sos al menos tres nucleótidos para codificar cada aminoácido. Tomados 
individualmente, los cuatro nucleótidos sólopueden codificar cuatro aminoácidos, 
y tomados en parejas cuatro nucleótidos sólo codifican dieciséis (4 2 ) aminoáci¬ 
dos. Sin embargo, tomados de tres en tres cuatro nucleótidos podrían codificar 
64 (4 3 ) aminoácidos distintos —más que suficiente para los 20 aminoácidos 
exlstentes en las proteinas. 

La evidencia experimental directa se obtuvo en estudios con el bacteriófago 
14, portador de mutaciones en un gen conocido detalladamente, llamado rli. 
Los fagos con mutaciones en ešte gen forman placas anormalmente grandes, 
que son fácilmente distinguibles de las formadas por fagos del tipo salvaje. Por 
lo tanto, fue sencillo aislar y mapear un cierto numero de estas mutaciones en el 
rfl, lo cual llevó al estabiecimiento de un detaliado mapa genético de ešte focus . 
El estudio de las recombinaciones entre mutantes del gen rll que surgieron por 
adiciones o deleciones de nucleótidos reveló que los fagos que contenían adi- 
ciones o deleciones de uno o dos nucleótidos siempre mostraban el fenotipo 
mutante, Sin embargo, los fagos que contenían adiciones o deleciones de tres 
nucleótidos eran funcionalmente del tipo salvaje (Fig. 3.11). Estos hallazgos 
sugirieron que el gen se lee en grupos de tres nucleótidos, empezando a partir 
de un punto íijo. Adiciones o deleciones de uno o dos nucleótidos alterarían el 
marco de lectura de todo el gen T llevando a la codificacíón de aminoácidos anor- 
males a !o largo de toda la proteína. Por el contrario, la adición o deleción de 
tres nucleótidos lleva a la adición o deleción de un solo aminoácido; el resto de 


Figúra 3.10 

Función del ARN de transferencia. El ARN de transferencia sirve como un adaptador 
durante la síntesis proteica. Cada aminoácido (p. ej,, hisiidina) se une al extremo 3 de un 
RNAt por una enzima apropiada (una aminoacil RNAt sintetasa), El RNAt cargado se 
alinea sobre un molde de RNAm por complementariedad de bases. 
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Figúra 3 . 11 

Evidencia genética del código de tri- 
pletes. Fueron estudiadas una šerie de 
mutaciones que consistían en la adición 
de u no, dos o tres nucleótidos en el gen r// 
del bacteriófago T4. La adición de uno ó 
dos nucleótidos altera el marce de lectura 
de todo el resto del gen. Per lo tanto todos 
los aminoacídos son anormales y se pra¬ 
dúce una proteína inactiva, dando lugar a 
un fago mutante, La adición de tres nu¬ 
cleótidos, por el contrario, altera un único 
aminoácido. El marco de lectura del resto 
del gen es normál y se produce una pro¬ 
teína activa que da lugar al fago de tipo 
salvaje (TS). 


Figúra 3.12 

El triplete UUU codifíca a la fenilaini- 

na. La traducción in vitro de un ARN 
slntético compuesto de u rad los repetidos 
(un molde de uracilos repetidos (un moL 
de de polí-U) (leva a la síntesis de un po- 
lipéptido compuesto únicamente porfeni- 
ialanina. 
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Gen normál 

Proteína activa —► Fago TS 
+1 nucleótido 

Proteína inactiva —Mutante rti 

-+2 nucleótidos 

Proteína inactiva-—► Mutante rll 

+3 nucleótidos 

Proteína activa —► Fago TS 


la secuencia ammoaeídica permanece inalterada, produciendo frecuentemente 
una proteína activa. 

El descíframiento del código genético se convirtió en un problema de asignar 
tripfetes de nucleótidos a sus correspondíentes aminoácidos. La aproximación 
al problema consisttó en el uso de sistemas in vitro que realizaran síntesis pro- 
teŕnica {traducción in vitro). Se sabía que los extractos celulares que contíe- 
nen ribosomas, aminoácidos, ARNt y las enzimas responsables de unir a los 
aminoácidos con su correspondiente ARNt {aminoacíl-ARNtsíntetasas) son ca- 
paces de catallzar la incorporacíón de aminoácidos a las proteínas. Esta sínte¬ 
sis proteínica depende de la presencia de ARNm unido a los ribosomas, y se 
puede aumentar aňadiendo ARNm purificado. Dado que el ARNm dirige la sín¬ 
tesis proteínica en estos sistemas, el código genético pôdna ser descodificado 
estudiando la traducción de ARNm sintétíco de secuencia conocida. 

El primero de dichos experimentos, llevado a cabo por Marshall Nirenberg y 
Heinrich Matthaei, consistió en la traducción in vitro de un pofŕmero de ARNm 
que únicamente contenía uracilo (Fig. 3.12). Ešte molde de poli-LJ dirigió la in- 
corporación de un único aminoáddo — fenilalanina—en un polipéptido formado 
por residuos repetidos de fenilalanina. Por lo tanto el triplete UUU codifíca el 
aminoäcido fenilalanina. Experimentos similares con polímeros de ARNm com- 
puestos de un único nucleótido establecieron que AAA codifíca la lisina y CCC 
codifíca la proltna. El resto del código fue descifrado utilizando polímeros de 
ARNm eompuestos de mezclas de nucleótidos, llevando a la asignación de los 
64 posibles tripletes (denominados codones) (Tabla 3.1). De los 64 codones, 
61 codifícan algún aminoácido; los tres restantes (UAA, UAG y UGA) son codo¬ 
nes de parada o stop que seňalizan la termínación de la síntesis proteínica. El 
código está degenerado, dado que muchos aminoácidos están codificados por 
más de un codón. Con počas excepciones (discutidas en el Cap, 10), todos los 
organismos utílizan el mismo código genético, apoyando con fuerza la concíu- 
sión de que todas las céfulas actuales han evolucionado a partir de un ancestro 
común. 

Virus ARN y tnmscrípción invcrsa 

Con el esclarecímiento del código genético, los principios fundamentales de la 
biológia molecular celuiar parecían estar establecidos. De acuerdo con el dog¬ 
ma centrál, el materiál genético es el ADN, que es capaz de autorreplicarse 
además de transcríbirse a ARNm, que sirve a su vez de molde para la síntesis 
proteínica, Sín embargo, como fue expuesto en el Capítulo 1 muchos virus 
contienen ARN en vez de ADN como matéria! genético, lo cual implica la exis¬ 
tencia de otros modos de transferencia de informáciou. 






Capítulo 3 • Fundamentos de biológia molecular • 101 


TABLA 3.1. E! código genético 

Pri mera 
posición 


Segunda posición 


Tercera 

posición 

U 

C 

A 

G 


Phe 

Ser 

Tyr 

Cys 

U 

U 

Phe 

Ser 

Tyr 

Cys 

C 

Leu 

Ser 

STOP 

STOP 

A 


Leu 

Ser 

STOP 

Trp 

G 


Leu 

Pro 

His 

Arg 

y 


Leu 

Pro 

His 

Arg 

C 

C 

Leu 

Pro 

Gin 

Arg 

A 


Leu 

Pro 

Gin 

Arg 

G 


lie 

Thr 

Asn 

Ser 

U 


lle 

T hr 

Asn 

Ser 

C 

A 

íle 

Thr 

Lys 

Arg 

A 


Met 

Thr 

Lys 

Arg 

G 


Val 

Ala 

Asp 

Gly 

U 


Val 

A ta 

Asp 

Giy 

C 

G 

Val 

Ala 

Giu 

Gly 

A 


Val 

Ala 

Glu 

Gly 

G 


Los genomas de ARN fueron descubiertos en primer lugar en virus vegeta- 
tes, muchos de los cuales se componen únicamente de ARN y proteínas. En los 
aŕios 50 se obtuvo evidencia directa de que el ARN actúa como materiál genéti- 
co por medio de experimentos que demostraron que el ARN purificado del virus 
del mosaico del tabaco pódia infectar nuevas células. dando lugar a una proge- 
nie de virus infectivos, El modo de replicación de la mayoría de los genomas 
virales ARN se determinó posteriormente en estudios de los bacteriófagos ARN 
de E. coli. Estos virus codtfican una enzima específica que cataliza la síntesis 
de ARN a partir de un molde de ARN (síntesis de ARN dirigida por ARN), utilí- 
zando el mismo mecanismo de apareamiento de bases entre hebras comple- 
mentarias que se da durante la replicación del ADN o durante la transcrĺpción de 
ARN a partir de ADN. 

Aunque la mayoría de los virus animales, como el poliovirus o e! virus in¬ 
fluenza, se observó que se replicaban por síntesis de ARN dirigida por ARN, 
ešte mecanismo no parecía explicar la replicación de una família de virus ani¬ 
males (los virus ARN tumorigénicos), que eran de especial interés debido a $u 
capacidad de causar cáncer en animales infectados. Pese a que estos virus 
contienen ARN genómico en las particulas virales, los experimentos llevados a 
caboporHoward Temin en los 60indicaron que se requería síntesis de ADN en 
las células ínfectadas para completar su cíclo vítal, llevando a la hipótesis de 
que los virus tumorales de ARN (denominados actualmente retrovirus) se re¬ 
plicaban por medio de la síntesis de un ADN mtermediario, llamado provirus de 
ADN (Fig. 3.13), Esta hipótesis fue recibida inicialmente con incredulidad gene- 
ralizada dado que implica ía síntesis de ADN dirigida por ARN —una inversión 
del dogma centrál de la biológia molecular—. Sin embargo, en 1970 Howard 
Temin y Dávid Baltimore descubrieron de forma independiente que el ARN de 
los virus tumorales contenía una enzima que cataliza la síntesis de ADN desde 
un molde de ARN, Adicionalmente se obtuvo evidencia fehaciente de la existen¬ 
cia de secuencias de ADN viral en las células infectadas. La síntesis de ADN a 
partir de ARN, ahora denominada transcrĺpción inversa, fue establecida como 
un nuevo modo de transferencia de ínformación en sistemas biológicos. 
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Experimento clave 


Hipótesis del provirus de ADN 


Naturaleza del provirus del sarcoma de Rous 

Howard M, Temin 

Laboratorio McArdle, Universidad de Wisconsin, Madison, Wl 
Monogräficos de! National Cáncer inštitúte, Volumen 17 f T 964 r págs. 557-570 


Contexto 

El vírus del sarcoma de Rous 
(VSR), el primer vírus inductor de 
cáncer descrito, era de 
considerable interós como sistema 
experimental para ei estudio de la 
biológia molecular del cáncer, 
Howard Temin comenzó su 
invesfigación en esta área euando, 
como estudiante de graduado en 
1958 t desarrolló el primer método 
para la transformacíón de células 
normales en células cancerosas 
tras su infección por el VSR, La 
disponibilidad de un método 
cuantitativo in vitro proporcionó la 
herramienta necesaria para 
estudios posteriores de 
transformacíón celular y replicación 
viral. Mientras Temin realizaba 
díchos estudios, realizó una šerie 
de ínesperadas observaciones que 
indicaron que la replicación de VSR 
era básicamente distinta de la del 
resto de vírus ARN. Estos 
experímentos llevaron a Temin a 
proponer la hipótesis del provirus 
de ADN r que afirmaba que el ARN 
viral se copiaba a ADN en las 
células infectadas-una propuesta 
que iba direetamente en contra del 
u nive rsal meňte aceptado dogma 
centrál de la biotogía molecular—. 

Experímentos 

La hipótesis del provirus de ADN se 
basaba en evidencia experimental 
de díversas fuentes. 


En primer lugar T los estudios de 
transformacíón celular utilizando 
mutantes de VSR indicaron que la 
información genética del virus 
determinaba importantes 
características en las células 
transformadas. Esta información se 
transmitía a las células hijas tras 
eada divisíón, ínciuso en ausencía 
de replicación viraL Temin propuso 
que el genoma viraf estaba 
presente en las células änfectadas 
en una forma estable y heredable, 
que denominó provirus. 

La evidencia de que el provirus 
se compone de ADN se derivó de 
experímentos con inhibidores 
metabóficos. La actinomicina D, 
que inhibe la sintesis de ARN a 
partir de un molde de ADN T inhibía 
la producción de vírus en células 
infectadas por el VSR (véase la 
Figúra). Porotro lado, los 
inhibidores de la sintesis de ADN 
inhibían estadíos precoces de Ja 
infección celular por VSR. Esto 
puso de manifiesto que se requería 
sintesis de ADN al princípio de la 
infección y sintesis de ARN dirigida 
por ADN para producír virus híjos, lo 
cual llevó a la propuesta de que el 
provirus era una copia de ADN del 
genoma ARN viral. Temin trató de 
aportar más evidencia utilizando 
hibridación de ácidos nucleicos para 
detectar secuencías virales en el 
ADN de células infectadas. pero la 
sensibilídad de las técnicas 
disponibles era limitada y los datos 
no fueron con vi n ceňte s. 


impacto 

La hipótesis del provirus de ADN se 
propuso basándose en experímentos 
genéticos y en los efectos de inhibidores 
metabólicos, Era una propuesta radical 
que contradecía el aceptado dogma 
centrál de la biológia molecular. En ešte 
contexto, la hipótesis de Temin de que el 
VSR se replícaba transfiriendo su 
información de ARN a ADN no sólo no 
fue aceptada por la comunidad 
cientffíea, si no que fue recibída con 



sorna generalizada. Sín embargo Temin 
continuó durante los aňos 60 sus 
experímentos tratando de aportar una 
evidencia más convineente para su 
hipótesis. Sus esfuerzos culminaron en 
1970 con el descubrimiento por Temín y 
Satoshi Mizutani, e independientemente 
por Dávid Baltimore, de una enzima 
viral, conocída ahora como transcriptasa 
ínversa, que sintetíza ADN a partir de un 
molde de ARN —una demostración 
bíoquímica inequfvoca de que el dogma 
centrál podía invertirse—. 


La transcripción inversa es importante no sólo en ía replicación de los retro- 
virus sino también en al menos otros dos aspectos de la biológia molecular y 
celular. Primero, la transcripción inversa no es exclusiva de los retrovirus; ocu- 
rre también en las células y frecuentemente es responsable de la transposición 
de secuencias de ADN de una localización cromosómica a otra, como se díscu- 
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Hipótesis del provirus de ADN (continuación) 


Temin concluyó su artículo de 1970 
con la afirmación de que los 
resultados «constituyen una fuerte 
evidencia de que la hipótesis de! 
provirus de ADN es correcta y que 
los vírus tumorales de ARN tienen 
un genoma de ADN cuando están 
dentro de las células y un genoma 
de ARN cuando están en forma de 
viriones, Estos resultados pueden 
tener importantes implicaciones en 
la carcinogénesís de origen viral y 
posíblemente en los modelos de 
transferencia de información en 


otras sistemas bioiógicos». Como 
predijo Temin, el descubrimiento de 
ta sintesis de ADN dirigida por ARN 
ha llevado a importantes avances 
en el entendimiento del cáncer los 
retrovirus humanos y el 
reordenam tento genético. La 
trancriptasa in verša se ha 
convertido en una herramienta 
crítíca para clonar el ADN, 
repercutiendo en virtualmente 
todas las äreas de la bíología 
celular y molecular 
contemporánea. 



Howard Temin 


te en el Capítulo 5 Segundo, las enzimas que catalizan la síntesis de ADN 
dirigida por ARN (transcriptasas inversas) se utilizan experimentalmente para 
generar copias de ADN a partir de una molécula de ARNitl El uso de la trans- 
criptasa inversa ha permttido el estudio del ARNm de células eucarióticas por 
medio de los métodos moleculares de manipulación del ADN utílízados actual- 
mente, como šerá expuesto en la siguiente seccíón. 


ADN recombinante 

Los experimentos clásicos en btología molecular fueron Slamativamente exito- 
sos en el desarrolio de los conceptos fundamentales sobre la naturaleza y ex- 



hijas 


Transcripción inversa 


Integración del ADN viral 


Provirus de ADN 


Infecdôn viral 


Figu m 3,13 

Transcripción inversa y replicación de 
retrovírus. Los retrovirus eontíenen ge- 
nomas de ARN en sus particulas viraies, 
Cuando un retrovirus ínfecta una celu la 
huésped se sintetiza una copia de ADN 
del ARN viral por medio de la transcrípta- 
sa inversa. Ešte ADN vjral se integra en el 
ADN cromosómico de! huésped para cons- 
tituir un provirus de ADN P que se transcri- 
be para dar lugar a vi rus ARN hijos. 
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presión de los genes. Dado que estos estudios se basaron en el análisis genéti- 
co, su éxito dependŕa en gran medida en la elección como modelos de organis- 
mos simpies y de rápida replicación (como las bacterias y los vírus). Sin embar¬ 
go, no estaba claro como se podrían generalízar estos principios fundamentaíes 
para proporcionar un entendimiento molecular de la complejidad de las células 
eucarióticas, íeniendo en cuenta que los genomas de la mayoría de los eucarío- 
tas (p. ej., el genoma humano) son hasta mil veces más complejos que el de E. 
colil A principios de los aňos 70 el panorama de estudiar díchos genomas a un 
nivel molecular era desalentador En particular, no parecia haber una manera 
de aislary estudiar genes individuales. 

Ešte obstáculo para ei progreso de la biológia molecular tue superado por el 
desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante, que proporcionó a los cientí- 
ficos la posibilidad de aisfar, secuenciar y manipular genes índíviduaies deriva- 
dos de cualquier típo celular. La aplicación del ADN recombinante ha permítido 
el estudio molecular detallado de la estructura y función de los genes eucarióti- 
cos, revolucionando nuestro entendimiento de la biológia celular. 

Endonucleasas de restricción 

El primer pase en el desarrollo de la tecnología del ADN recombinante fue la 
caracterízación de las endonucleasas de restricción —enzimas que cortan el 
ADN en lugares concretos y especŕficos de su secuencia—. Fueron identifica- 
das en bacterias, donde aparentemente cumpien una función defensiva frente a 
la entrada en íacélulade ADN extraňo (p. ej., de un vírus). Las bacterias poseen 
una amplta variedad de endonucleasas de restricción que cortan el ADN en más 
de un centenar de sitios de reconocimiento, cada uno de los cuates consiste en 
una secuencia específica de entre cuatro y ocho pares de bases (se muestran 
ejemplos en la Tabla 3.2). 

Dado que las endonucleasas de restricción digieren el ADN a nivel de se- 
cuencias específicas, pueden ser utilizadas para cortar una molécuia de ADN 
en sitios únicos, Por ejemplo* la endonucleasa de restricción £FcoRI reconoce 
las secuencia de seis pares de bases GAATTC. Esta secuencia está presente 
clnco veces en el ADN del bacteriófago /, por lo que digiere el ADN del fago en 
seis fragmentos de entre 3,6 y 21,2 kilobases de longitud (1 ktlobase o kb - 1.000 
pares de bases) (Fig. 3.14). Estos fragmentos pueden separarse según su ía- 


TABLA 3.2. Secuencia de reconocimtento de endonucleasas 
de restricción representativas 

Ermma' 1 

Fuente 

Secuencia de reconocimiento ň 

SamHI 

Baciilus amyfoliquefadens H 

GGATCC 

EcoR\ 

Eschenchia coli RY 13 

GAATTC 

Hae III 

Haemophilus aegyptius 

GGCC 

Hind II 

Haemophilus influenzae R d 

AAGCTT 

Hpa\ 

Haemophilus parainttuenzae 

GTTAAC 

HpaW 

Haemophilus parainftuenzae 

CCGG 

Mbo\ 

Moraxeiia bovis 

GATC 

Not\ 

Nocardia otitidis-caviarum 

GCGGCCGC 

Sfi\ 

Streptomyces fimbnatus 

GGCCNNNNNGGCC 

Taq\ 

Thermus aquaticus 

TCGA 


" Las enzimas se nombran según la especie de la que se aislaron, seguŕdo por un numero para disiinguírdistíntas 
enzimas aisladas a partií del misnno organismo (p. ej., Hpa\ y Hpall). 

ú Las secuencias de reconocimtento muesíran únicamente Ja secuencfa de una cadena del ADN de doble cadena. 
representa cualquier base. 
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La enfermedad 

El síndrome de inrrrunodeficiencia 
adquirída (sida) es una nueva 
enfermedad, descrita por primera 
vez en 1981. Se ha convertido en 
una pandemia a nivel mundial, con 
más de 47 millones de personas 
infectadas y más de 14 millones de 
muertes por sida. En los Estados 
Unidos es la primera causa de 
muerte en los hombres de entre 25 y 
44 ahos, Las manifestaciones 
clínicas se derivan principalmente de 
ia incapacidad del sistema ínmune 
para íuncionar con normalidad. En 
ausencia de una inmunidad normál, 
los pacientes con sida son sensibles 
a infecciones oportunistas por 
agentes (virus, bacterias, hongos y 
protozoos) a los que un individuo 
sano es resistente, Los enfermos de 
sida sufren fambién una mayor 
incidencia de determinados tipos de 
cáncer, partícularmente linfomas y 
sarcoma de Kaposi, aunque las 
enfermedades oportunistas son 
responsables de la mayoría de las 
muertes. 

Bases moiecuiares 
y celulares 

Ef sida está causado por un 
retrovirus (ef virus de la 
inmunodeficiencia humana o VIH) 
que fue descubierto por los grupos 
investigadores de Róbert Gallo y Luc 
Montagnieren 1983, El HIV ínfecta 
un tipo especifico de linfocito (el 
línfocito T4) que es necesario para 
una respuesta inmune normál. Al 
contrario que otros retrovirus, como 
el virus del sarcoma de Rous, el VIH 
no índuce la malignización de las 
células a las que infecta. El VIH 
finalmente mala las células en las 
que se replica T produclendo una 
depleción de linfocitos T4 y el fallo 
del sistema inmune del individuo 
afectado, Ešte fallo del sistema 
inmune lleva a ta aparición de las 
infecciones oportunistas y de las 
neoplasías que constituyen el 
cuadro clínico de! sida. 

Prevenctón y tratamiento 

En el momente actual ia única forma 
de prevenir el sida es evitar 


Medicína molecular 


VIH y sida 

la infeccíón por el VIH. El VIH es un 
virus frägil que pierde rápidamente 
su infectividad fuera del cuerpo, por 
lo que no se transmíte por el 
contacto casual con una persona 
ínfectada, Se puede transmitir de 
tres maneras: por contacto sexual, 
a través de hemoderivados 
contaminados y de ia madre al hijó 
durante el embarazo o la 
lactancia. Tras el aislamiento del 
VHI se desarroilaron test de 
screening para garantizar la 
seguridad de los concentrados de 
factores de coagulación y otros 
derivados sanguíneos utílizados 
en las transfusiones, Prevenir la 
infeccíón por VIH por otras vías 
depende de la mmimizactón de los 
riesgos individuales, con ía 
práctica de sexo seguro y evitando 
fuentes de sangre contaminada, 
como las jerínguillas compartidas 
para la inyección intravenosa de 
drogas. 

Más ailá de la modificación de ios 
hábitos individuales para reducir el 
riesgo de infección, la Identificación 


del VIH como el causante del sida 
abre cíertas posibilidades para su 
prevenctón y tratamiento. La 
búsqueda de una vacuna para 
prevenir la infección por VIH se está 
llevando a cabo de manera activa, 
aunque determinadas 
caracíerísticas de la biológia del VIH 
hacen difícit esta via. De forma 
alternativa Ť el desarrolio de 
fármacos que inhiben la replicación 
viral ha proporcionado teraptas 
efectivas para los pacientes 
infectados por VIH. Estos fármacos 
actúan como inhibidores, bien de la 
transcriptasa inversa, bien de ía 
proteasa del VIH, que es una 
enzima necesaria para el 
procesamiento de las proteínas 
virales. Las combinaciones de 
dichos fármacos están prolongando 
la vida de los enfermos de sida, 
aunque es necesario seguir 
trabajando para desarrollar 
fármacos que sean no sólo más 
eficaces síno además menos 
costosos y más prácticos para s u 
uso en países en desarrolio. 



i__ I 

Micrografía por barrido de electrones de VIH brolando de un linfocito T. 

(Cedí Fox i Photo Researches, i ne.) 
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Figúra 3 14 

Digestión con EcoRf y electroforesís 
del ADN del tágo X. La enzima EcoHl 
corta el ADN del fago k por cinco sitios 
(ílechas), produciendo seis fragmentos de 
ADN. Esíos fragmentos se separan por 
electroforesís en gel de agarosa. Los frag¬ 
mentos de ADN migran hacia el eleetrodo 
positívo, desplazándose con más rapidez 
los de menor tamaňo. Tras la electrofore- 
sis el ADN se tiňe con un pígmenfo fluo- 
rescente y se fotografia. Se indícan los ta- 
maňos de los fragmentos de ADN, 


X ADN 


III II, 

-1 48,5 kb 

^ Digestión con EcoRI 


21,2 kb 



3,6 kb |-1 


Electroforesís en gel 


u 


Eleetrodo (-) 


Migración 
del ADN 


v 

eleetrodo {+} 



21,2 kb 

7.5 kb 

5,7 kb 

5.6 kb 
4.9 kb 

3.6 kb 


Fotografia 
del gel 


maňo por medío de electroforesís en gel —un método por el que se separan 
las moléculas basándose en su velocidad de migración en un campo eféctrtco. 
El gel, habitualmente compuesto de agarosa o poliacrílamida, se sitúa entre dos 
comparíimentos con eleetrodos en los que se dispone un tampón o buffer La 
muestra (p. ej. f la mezcla de fragmentos de ADN para ser analizados) se depo- 
sita en ranuras preformadas y se aplica el campo eléctrico, Los ácidos nucleicos 
tienen carga negatíva (debido a los residuos fosfato de su estructura), por fo que 
migran hada el eleetrodo positivo. El gel se comporta como un filtro poroso que 
retrasa la migración de los fragmentos más grandes, Las moléculas de menor 
tamaňo se mueven a través del gel con mayor rapidez, permítíendo la separa- 
ción de una mezcla de ácidos nucleicos en función de su tamano. 

El orden de los fragmentos de restricción se puede determinar por una šerie 
de métodos, obteníéndose (por ejemplo) un mapa de los sitios de corte de EcoRI 
en el ADN del fago A. Se pueden utilizar los sitios de corte de varias endonuclea- 
sas de restricción para generar mapas de restricción detallados de las moJé- 
culas de ADN, como losgenomas virales (Fig. 3,15). Es posible aislarcon elec- 
troforesis fragmentos individuaies de ADN producidos por la digestión con 
endonucleasas de restricción para su estudio posterior —incluyendo la determi- 
nación de su secuencia de bases—. De esta forma se han caracterizado los 
ADNs de muchos virus. 

La digestión con endonucleasas de restricción por sí sóla no proporciona 
suficiente resolución para el análisis de moléculas de ADN mayores, como ge- 
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nomas celuiares. Una endonucleasa de restricción con una secuencia de reco- 
nocimento de seis pares de bases {como la EcgRI) corta el ADN con una fre- 
cuenciaestadŕstica de un certe cada 4.096 pares de bases (1/4 6 ). Una molécula 
como el ADN de A (48 t 5 kb) se podría esperar que diera unos diez fragmentos 
EcoRI, ío cual es consistente con los resultados ilustrados en la Fig. 3.16. Sin 
embargo, la digestión con endonucleasas de restricción de genomas de mayor 
tamaňo proporciona resultados muy distintos. El genoma humano tiene unas 
3 x 10 G kb por lo que daria unos 500.000 fragmentos EcoRI. Un numero tan 
grande de fragmentos no se pueden separar entre sí y tras la efectroforesis en 
gel de agarosa del ADN humano dígerido con EcoRI se odtiene una banda 
continua en vez de un patrón discreto de fragmentos de ADN. Dado que es 
imposible aislar fragmentos de restricción índividuales, la digestión con endo¬ 
nucleasas de restricción por si misma no proporciona una fuente de ADN ho- 
mogéneo apropiado para ser estudiado. Sin embargo, se pueden obtener canti- 
dades suficientes de fragmentos de ADN purificado a través de la clonación 
molecular. 

Generación de moléculas de ADN recombinante 

La estrategia básica en la clonación molecular es insertar un fragmente de 
ADN de interés (p. ej., un segmente de ADN humano) en una molécula (llamada 
vector) que es capaz de repficarse de forma independiente en una célula hués- 
ped. El resultadoes una molécula recombinante o clôn molecular, compues- 
to de las secuencias del ADN insertado y del vector, Se pueden obtener gran- 
des cantidades del ADN insertado si se permite replicarse a la molécula 
recombinante en un huésped apropiado. Por ejemplo, se pueden denár frag¬ 
mentos de ADN humano con ef ADN del bacteriófago /. de E, coli como vector 
(Fig. 3.16). Se introducen estas moléculas recombinantes en E. coli, donde se 
reproducen de forma eficaz produciendo millones de fagos híjos que contienen 
el ADN humano insertado. El ADN de estos fagos puede ser aíslado, obtenién- 
dose grandes cantidades de moléculas recombinantes que contienen un frag- 
mento único de ADN humano. Mientras que ešte fragmento representa el 
0.001 % del ADN genómico humano total, constituye el 10% del genoma total 
del vector, El fragmento puede ser aíslado de manera sencilla del resto del ADN 
de! vector uiílizando las mišmaš endonucleasas de restricción usadas para su 
insercíón y realizando una eleetroforesis en gel, permitíendo el análisis y poste- 
rior manipulación de un fragmento puro de ADN humano. 

Los fragmentos de ADN utilizados para crear moléculas de ADN recombinan¬ 
te son generados por digestión con endonucleasas de restricción. Muchas de 
estas enzimas cortan sus secuencias de reconocimiento de forma escalonada, 
generando extremos complementarios o cohesivos de una sóla hebra que pue¬ 
den asociarse entre si por apareamiento complementario de bases (Fíg. 3.17). 
Los extremos complementarios emparejados pueden conectarse de forma defini¬ 
tíva por medio de una ADN Hgasa, una enzima que repara roturas en las hebras 
de ADN (véase Cap. 5). De esta forma dos fragmentos distintos de ADN (p. ej., 
un ADN humano y un ADN del vector A) acondicionados tras digestión por la 
misma endonucleasa de restricción pueden ser unidos para crear una molécula 
de ADN recombinante. 


Figúra 3.15 

IVfapas de restricción del ADN de >, y del 
ADN del adenovirus humano 2 . La lo- 

calización de los sitios de corte de BamHL 
EcoRI y H/ndlII se muestran en bs ADN s 
del bacteriófago /. d e E, coli {48 ľ 5 kb) y del 
adenovirus humano 2 (35,9 kb). 
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Figúra 3.16 

Generación de una molécula de ADN 
recombinante. Se inserta un fragmento 
de ADN humano en un vector de ADN 
La molécula resuftante de ADN recombL 
nante se introduce después en E. coii, 
donde se replica para dar fagos hijos que 
contienen el fragmento insertado de ADN 
humano. 
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Figúra 3.17 

Union de moléculas de ADN. El ADN 

pasajero y el del vector se digieren con 
una endonucleasa de restricción (como !a 
EcoRt), que corta en sitios escalonados 
dejando extremos complementahos de 
cadena simple. EL ADN que se desea in- 
sertar y el del vecíor se asocian por apa- 
reamiento comptementario de bases, y la 
unión eovalente de las hebras de ADN por 
medio de una ADN ligasa produce una 
molécula recombinante. 
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Figúra 3.18 

Clonacŕón de ADN complementario. 
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Losfragmentos de ADN que pueden ser clonados no se limitan a aquellos que 
terminan en sitios de corte de enzimas de restricción. Es posible aňadir a los 
extremos de cualquier fragmento de ADN adaptadores o linkers , que son secuen- 
ctas slntéticas que contienen sitios de corte de endonucleasas de restricción. Los 
adaptadores son oligonucleótídos cortos que se obtienen con facilidad por sínte- 
sís química, permítiendo preparar prácticamente cualquier fragmento de ADN 
para ser ligado a un vector. 

Además del ADN, es posible clonar tambión secuencias de ARN (Fig. 3.18). El 
primer paso es sinletizar una copia de ADN a partir de! ARN por medio de la trans- 
criptasa inversa. El ADN producido (denominado ADNc porque es complementario 
al ARN utilizado como molde) se tiga al vector de ADN del modo antes descrito. 
Dado que los genes eucarióiicos están habitualmente interrumpidos por secuen¬ 
cias no codificantes (intrones; véase Cap. 4), que se eliminan de! ARNm por corte y 
empalmado o splicing , la posibilidad de clonar ADNc además de! ADN genómico 
ha sido crítica para el entendimiento de la estructura y función de los genes. 


Vectores para el ADN recombinante 

Dependíendo del tamaňo del ADN que se inserta y del propósito del experimen- 
to es posible utilizar distintos vectores de clonacičn para generar moléculas 
recombinantes, Los sistemas más bäsicos para el aislamiento y propagación de 
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Figúra 3,19 

Clonación con bacteriófagos X como 
vectores. El vector contiene un sitio de 
restricción (p, ej., un sitio EcoRI) para la in- 
sercíón de ADNc. Adidonalmente el vector 
contiene en ambos extremos de s u ADN si- 
tios cos (extremos cohesivos), que son ne- 
cesarios para empaquetar el ADN en los fa- 
gos. El ADN pasajero (p. ej., ADN humano) 
se liga al vector, y las moléculas recombi¬ 
nante s se empaquetan en fagos mezclán- 
dose con proteínas virales. Los fagos re- 
combinantes se utilizan para infectar E cofr 
Cada fago recombinante, que contiene un 
fragmente único de ADN clonado, forma 
una calva única en el cultivo bacleriano in- 
fectado. La progenie del fago que contiene 
un fragmente único de ADN se puede ais- 
iar de una calva indivídua! y ser cultivada 
en grandes cantidades. 


ADN clonado se exponen aquí. Otros tipos de vectores desarrollados para ex- 
presar ADN clonado e introduccir moléculas recombinantes en células eucarió- 
ticas se diseuten en secciones posteriores. 

Los bacteriófagos Ä son frecuentemente utilízados como vectores para el 
aislamiento iniciál de ADN genómico o de dones de ADNc de células eucarióti- 
cas (Fig. 3.21). En los vectores de clonado /. se han eliminado secuencias preš- 
cindibles del genoma víral y han sido reemplazadas por sitios de restricción 
para insertar ADN clonado. Para eonseguir un genoma recombinante que pue- 
da ser empaquetado dentro de los fagos los fragmentos de ADN que se inserten 
pueden ser de hasta 15 kb. Para aislar dones genómícos de ADN humano, por 
ejemplo, se ligan fragmentos al azar de ADN humano de un tamaňo medío de 
15 kb al ADN de los vectores x. Estas moléculas recombinantes de ADN se 
empaquetan dentro de partículas de fago mezciándolas con las proteínas del /. 
(denominadas extractos de empaquetamíento) in vitro. Las partículas obtenidas 
se utilizan para infectar cultivos de E.colf , Dado que cada fago recombinante 
forma una calva única, pueden aislarse recombinantes portadores de un único 
ADN humano. Con métodos de hibridación de ácidos nucleicos y otras técnicas 
es posible identíficar fagos recombinantes portadores de determinados genes 
de interes, como šerá expuesto en la siguiente sección. 

Los plásmidos (Fig. 3.20) son vectores que permiten una manipulación 
más sencilia de las secuencias de ADN clonado que los fagos. Los plásmidos 
son pequeňas moléculas de ADN circular que se replican en el interior de las 
bacterias de forma tndependiente (sin necesidad de asociarse al ADN cromosó- 
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Figúra 320 

Clonación con vectores plasmŕdícos. 

E! vector es una pequeňa molécula circu- 
lar que conliene un origen de replicación 
[on), un gen que eonfiere resistencia a 
ampicilina (Amp) y un sitio de restricción 
(p. ej., EcoRj) que puede utilizarse para 
insertar ADN extraňo. Ei ADN pasajero 
se liga al vector y los plásmidos recombi- 
nantes so n u sa d os para transformar E. 
coii. Las bacterias se cultivan en un me- 
dio que contiene ampicilina, por lo que 
únicamente forman colonias las bacte- 
rias que contienen ei plásmido y son re- 
sistenles a ampicilina. Cada colonia de 
bacterias contemendo el plásmido puede 
entonces aislarse y hacerse crecer en 
grandes cantidades, para aislar los plás¬ 
midos recombinantes. 


Cultivo de las bacterias en un medio 
I con ampicilina 
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E. coii 



Bacterias conteniendo 
el plásmido recombinante 


mico). Lo único que se necesíta es que en el ADN plasrmídtco exista un origen 
de repNeación —la secuencia de ADN que senaliza el inicio de replieación a la 
ADN polimerasa de la célula tiuésped—. Los plásmidos portan genes que con- 
fieren resistencia a antibióticos {p. ej., resistencia a la ampicilina), por lo que las 
bacterias que portan los plásmidos pueden ser seieccionadas. El ADN de los 
plásmidos contiene únicamente entre 2 y 4 kb de ADN, en contraste con las 30 a 
45 kb del ADN de los fagos facilitando el análisis del fragmente de ADN inser- 
tado. 

Para clonar utilizando un plásmido como vector, se liga el fragmento de ADN 
que se desea insertar o pasajero a un sitio de restricción apropiado en el vector 
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y la molécula recombinante se usa para transformar u n cultivo de E,coíi\ Las 
colonias resistentes, que contienen e! plásmido, son seleccionadas. Estas bacte- 
rias poseedoras del plásmido se hacen crecer en grandes eantidades y se extrae 
su ADN. Las pequeňas moléculas drculares de ADN plasmídico, de las que hay 
centenares de copias por bacteria, se separan del ADN cromosómico bacteriano; 
el resultado es ADN plasmídico purificado apropiado para el análisis de! fragmen- 
to insertado. 

En determinados estudios de análisis de ADN genómico es preciso clonar 
fragmentos de ADN mayores de lo que un fago / puede porfar. Exísten cinco 
tipos principales de vectores empleados con ešte fin (Tabla 3.3). Vectores de tipo 
cósmico que acomodan insertos de aproximadamente 45 kb. Estos vectores 
contienen secuencias del bacteriófago A que permiten el empaquetamíento efi- 
ciente del ADN clonado en partículas de fago, Además, los eósmicos contienen 
orígenes de replicación y genes para la resistencia a antibióticos que son caracte- 
rísticos de los plásmidos. de modo que pueden replicarse como plásmidos en el 
interior de células bacterianas. Otros dos tipos de vectores se derivan del bacte- 
riófago PI, en lugar del bacteriófago Ä. Los vectores derivados del bacteriófago 
P1 T que permiten acomodar fragmentos de ADN de 70 a 700 kb, contienen se- 
cuencias que permiten el empaquetamiento de moléculas recombinantes in vitro 
en partículas de fago PI para a continuación replicarse como plásmidos en E, 
coli. Los vectores de tipo cromosoma artífícial PI (PAC) también contienen 
secuencias del bacteriófago PI, pero se introducen directamente como pläsmi- 
dos en E. coli y pueden acomodar insertos mayores de 130 a 150 kb. Los vecto¬ 
res de tipo cromosoma artificial de bacteriófago (BAC) se derivan de un plás¬ 
mido que ocurre de forma natural en E. coli (denominado el factor F). El origen de 
replicación y otras secuencias del factor F permite a los BAC replicarse como 
plásmidos estables que contienen insertos de 120 a 300 kb. Fragmentos incluso 
mayores de ADN (250-400kb) pueden clonarse en vectores de tipo cromosoma 
artificial de fevadura (YAC). Estos vectores contienen orígenes de replicación 
de levaduras además de otras secuencias (centrómeros y telómeros, estudiados 
en el Capítulo 4) que les permiten replicarse como moléculas lineares tipo cromo¬ 
soma en el interior de células de levadura. 


Secuenciacióti de ADN 

La clonación molecular de un fragmente individual de ADN permite el aislamien- 
to de las grandes eantidades de materiál genético necesarias para su estudío 
detallado. íncluyendo la determinación de su secueneia de nueleótidos. La de- 
terminación de las secuencias nucleotídicas de un gran numero de genes ha 
permítido estudiar no sólo la estructura de sus productos proteínicos, síno tam¬ 
bién las propiedades de las secuencias de ADN que regulan la expresión gáni- 
ca. Además, las secuencias codificantes de genes de reciente deseubrimiento 
están relacionadas frecuentemente con ias de genes previamente estudiados, y 
la función de los genes aisiados de novo se puede con frecuencia deducir co- 
rrectamente basándose en dichas similitudes. 


TABLA 3.3. Vectores para clonar fragmentos grandes de ADN 


Vector 

Lnserto de ADN (kb) 

Célula huésped 

Cósmidos 

30-45 

E. coli 

Bacteriófago PI 

70-100 

E coli 

Cromosoma artificial Pi (PAC) 

130-150 

E, coli 

Cromosoma artificial bacteriano (BAC) 

120-300 

E. coli 

Cromosoma artificial de levadura (YAC) 

250-400 

Levadura 
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Figúra 3.21 

Secuenciación de ADN por el método 
de Sanger. Los didesoxi nucleótido s, que 
carecen do los grupos OH en las posicio- 
nes 2 ľ y 3\ se usan para interrumpir la 
síntesis de ADN en bases especificas. 
Estas molécutas se incorporan de forma 
norma! a la hebra de ADN. Sin embargo, 
dado que carecen del OH 3\ el siguiente 
nucleótido no puede ser aňadido y se 
para la síntesis. La síntesis de ADN co- 
mienza con un cebador o primer radioac- 
tivo. Se Hevan a cabo cuatro reacciones 
distíntas, cada u na con u n didesoxinu- 
cleôtido mezcfado con s u homólogo nor¬ 
mál y los otras tres nucleótidos normales. 
Cuando se incorpora eí didesoxi nucleóti- 
do se para la síntesis de ADN, por lo que 
cada reacción produce una šerie d e frag- 
mentos que empiezan en el iniciador y 
acaban en la base sustituida por el dide- 
soxinucleótido. Los productos de cada 
reacción s e separan por electroforesis y 
se analizan por autorradtografía para de- 
termtnar la secuencia de ADN. 


Los métodos actuales de secuenciación de ADN son rápídos y precisos, y la 
deferminación de una secuencia de varias kífobases es una tarea sencilla para 
la mayoría de los laboratorios de biología molecular. De ešte modo r es mucho 
más fácil clonar y secuenciar ADN que determínar la secuencia de aminoácidos 
de una proteína. Dado que la secuencia de nucleótidos de un gen puede tradu- 
cirse fácilmente a la secuencia de aminoácidos de la proteína codificada, la 
manera más sencilla de determinar la secuencia de una proteína es secuenciar 
un gen clonado o ADNc. 

El método más común de secuenciación de ADN se basa en la interrupción 
prematura de la síntesis de ADN por la ínclusión de dídesoxinucleótídos (que 
no contienen el grupo hidroxilo en 3) terminadores de cadena en reacciones de 
la ADN polímerasa (Fíg. 3.21). Se inicia la síntesis de ADN a partir de un inicia¬ 
dor o cebador que ha sido marcado con un radíoisótopo en su extremo 5', en 
cuatro medios a la vez. Cada medio de incubación contiene, además de los 
cuatro desoxirribonucleotidos trifosfato, el análogo didesoxi de u no de ellos. La 
incorporación de un dädesoxinucleótido paraliza la síntesis porque no hay grupo 
3 ť al que aňadir otro nucleótido. Se genera entonces una šerie de moléculas de 
ADN marcado de dístinta longitud que contienen en el extremo 3 el análogo 
didesoxi de la base que estaba codificada. Estos fragmentos se separan por 
electroforesis según su tamaňo y se detectan por la expostción del gel a una 
película radiográfica (autorradtografía). El tamaho de cada fragmento está de- 
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ADN de sirnple cadena para ser secuenciado 3* 
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terminado por su desoxinucleótido terminál, por to que ta secuencia de ADN se 
corresponde con el orden de los fragmentos en el gel. 

La secuenciación de ADN a gran escala se realiza frecuentemente con sis- 
temas automáticos, que utilizan iniciadores o cebadores fluorescentes en reac* 
dones de secuenciación con didesoxinucleóíídos (Fíg. 3.22). Las hebras de 
ADN sintetizadas se someten a electroforesis y se van pasando a través de un 
haz de laser que excíta e! marcador fluorescente, La luz emitida es detectada 
por un fotomulfipíicador, y un ordenador recoge y analiza los datos. Ešte tipo de 
secuenciación automática de ADN ha permitido eí análisis a gran escala nece- 
sario para la determinación de la secuencia completa del genoma humano, ade- 
más de las seeuencias del genoma de un número de especies de bacterias, 
levaduras, Arabidopsis , C. elegans , Drosophiía y el ratón. 


Figúra 3.22 

Secuenciación automática de ADN, Se 

realizan cuatro reacciones separadas de 
secuenciación, cada u na con un didesoxL 
nucleótido terminador de cadena y un ce- 
bador marcado con una etiqueta distinta. 
Los productos se juntan y se someten a 
electroforesis. A la vez que las hebras de 
ADN migran en el gel, pasan a través de 
un haz de láser que excita el marcador 
fluorescente. La luz emitída es detectada 
por un fotomultipHcador conectado a un 
ordenador que recoge y analiza los datos. 


Exp res i ón d e genes clona do s 

Además de permitír la determinación de la secuencia de nucleótidos de los ge- 
nes — y por lo tanto ta secuencia de aminoácídos de las proteínas codificadas— 
la clonación molecular ha proporcionado nuevas posibilidades en la obtención 
de grandes cantidades de proteínas para su caracterízación estructural y fun- 
cional. Muchas proteínas de interés están presentes a muy baja concentración 
en células eucarióticas y por lo tanto no pueden purifícarse en cantidades signL 
ficativas por técnicas bioquímicas convencionales, Sin embargo una vez clona- 
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Figúra 3.23 

Expres ión en bacterias de genes clonados. Los vectores do 
expresión contíenen ías secuencias promotoras (pro) que dirigen 
la transcripción del ADN Insertado en bacterias y fas secuencias 
necesarias para la unión de! ARNm a los ribosomas (secuencias 
Shine-Delgarno [SO]) Es posible expresarde forma eficiente un 
ADNc eucanótico insertado junte a eslas secuencias, obtenién- 
dose proteínas eucarióticas a partir de bacterias transformadas. 
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do su gen ešte problema puede ser solucionado con el desarrollo de vectores 
que consígan altos niveles de expresión genética en bacterias o células euca- 
rióticas. 

Para expresar un gen eucariótico en E co//el ADNc de interés se clona con 
un fago o un piásmido (denominados vectores de expresión) que contenga las 
secuencias que dirigen la transcripción y traducción del gen insertado en bacte- 
rias (Fig. 3.23). Los genes insertados se liegan a expresar a niveles tales que la 
proteina codificada por el gen clonado supone el 10 % del totaf de la producción 
de proteína bacteriana, La puríficación posterior de cantidades suficientes de la 
profeína para estudios bioquŕmicos o estructurales es una tarea sencilla. 

En ocasiones es más útil expresar un gen clonado en una célula eucariótica, 
en lugar de hacerlo en una bacteria. Ešte modo de expresión es importante, por 
ejemplo, para asegurarse de que Jas modificaciones postraduccionafes de la 
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proteína (como la adición de carbohidratos o lípidos) se producen de forma 
normaL La expresión de proteínas en células eucarióticas se consigue insertan- 
do el gen clonado en un vector (habitualmente derivado de un virus) que induce 
una expresión génica de alto nivel. Un sistema utilizado a menudo para expre- 
sar proteínas en células eucarióticas es la infección de células de insecto por un 
vector baculovírus, que induce altos niveles de expresión de genes insertados 
en el lugar de una proteína estructural viral. Alternatlvamente es posible obtener 
altos niveles de expresión proteínica usando vectores adecuados en células de 
mamífero. La expresión de genes elonados en levaduras es partícularmente útil 
porque se pueden emplear técnicas genétícas sencillas para identificar proteí¬ 
nas que interactuan con otras proteínas clonadas o con secuencias de ADN 
específicas. 

Amplificación de ADN con la reacción en cadena de la poli mera sa 

La clonación molecular permite producír y aislar grandes cantidades de un ADN 
en partícular La reacción en cadena de la poiimerasa (PCR), desarrollada 
por Kary Mullis en 1988, es un método alternativo para conseguir un gran nume¬ 
ro de fragmentos de matéria! genético a partir de una única copia de ADN. 
Siempre que se conozca parte de la secuencia de la molécula de ADN, la PCR 
puede conseguir una gran amplificación del ADN por medio de reacciones lleva- 
das a cabo compleíamente in vitro. La ADN poiimerasa se emplea para replicar 
repetidamente un segmente determinado de ADN. El numero de secuencias de 
ADN va inerementando de modo exponencial, doblándose con cada cicfo de 
replicación, por lo que se puede obtener una cantidad sustancial de copias a 
partir de un pequeňo numero de moldes de ADN íniciäles. Por ejemplo, una 
úníca molécula de ADN sometida a 30 cicios de amplificación da lugar a 2 30 co- 
pias (aproximadamente mil millones). Por tanto se pueden amplificar molécuias 
unicas de ADN para producír cantidades fácílmente detectables de ADN, que 
pueden aislarse por clonación molecular o ser analizadas directameníe por di- 
gestión con endonucieasas de restricción o secuenciación de nucfeótídos. 

El proceso de amplificación de ADN por PCR se muestra en la Figúra 3.24, 
EJ matéria! de partida puede ser bíen un fragmento de ADN clonado o una mez- 
cla de molécuias de ADN —por ejemplo, todo el ADN de células humanas—. A 
partir de esta mezcla es posible amplificar una región específica de ADN, siem¬ 
pre que conozcamos la secuencia de nueleótidos que rodea díeha región para 
poder diseňar cebadores o primers que comiencen la síntesis de ADN en el 
punto deseado. Los cebadores son habitualmente oligonucleótidos sintetizados 
quimlcamente compuestos de 15 a 20 bases de ADN. Dos inícíadores comien- 
zan la síntesis de ADN en dírecciones opuestas desde hebras opuestas. La 
reacción empieza calentando el ADN diana a altas temperaturas (p. ej,, 95 C) 
lo cual separa las hebras. Se desetende la temperatura para que los cebadores 
se emparejen con sus secuencias complementarias en las hebras del ADN, La 
ADN poiimerasa utiiiza los cebadores para sintetizar una nueva hebra comple^ 
mentaria sobre cada hebra de ADN preexistente. En un ciclo de amplificación 
se obtienen dos molécuias de ADN nuevas a partir de la originál. El proceso se 
puede repetir múltiples veces, doblándose el numero de molécuias de ADN en 
cada ciclo de amplificación. 

Los múltiptes cicios de calentamiento y enfriamiento se llevan a cabo por 
medio de sistemas térmicos programables denominados termocicladores. Las 
ADN polimerasas empleadas son enzimas termoestables de bacterias como 
Thermusaquaticus, que viven en manantiales calientes a temperaturas de unos 
75 C. Estas polimerasas son estables incluso a las altas temperaluras emplea¬ 
das para separar las hebras del ADN de doble hebra, por lo que la amplificación 
de ADN se puede realizar de modo rápído y automático. Es posible amplificar 
secuencias de ARN por ešte método, sintetízando una copia de ADNc por me- 
dío de la transeriptasa inversa previamente a la ampJificacion por PCR. 
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Figúra 3.24 

Amplifícación del ADN por PCR La 

región de ADN que se desea amplificar 
está flanqueada por dos secuencias utili- 
zadas para cebar la sintesis de ADN. El 
ADN de tíoble oadena iniciál se calienta 
para separar las hebras y después se en- 
fria para permitir que los cebadores (ha- 
bitualmente oligonudeótidos de entre 15 
y 20 bases) se unan a cada hebra de 
ADN. La ADN polimerasa de Thermus 
aquaticus (polimerasa Taq) se usa para 
sinletizar nuevas hebras de ADN empe- 
zando en los cebadores, p rod u d én d ose 
la formación de dos nuevas moléculas de 
ADN. El proceso se puede repetir múltí- 
ples veces, consiguiéndose en cada cicío 
una ampllficación del doble de ADN. 


Si se conoce suficiente de la secuencia de una gen como para especificar 
los cebadores, la amplificación por PCR proporciona un método extremada- 
mente polente para obtener cantidades fácílmente detectables y rmanipulables 
de ADN a partir de un materiál iniciál que puede contener únicamente unas počas 
copias de la secuencia de ADN deseada mezcladas con otras muchas moléculas 
de ADN. Por ejempfo, es posible amplificar secuencias definidas de ADN de va- 
rias kilobases a partir del ADN genómico completo, o se puede amplificar un 
determinado ADNc partíendo del ARN celular completo, Después estos segmen- 
tos de ADN amplificado pueden ser manipulados o analizados para, por ejemplo, 
detectar mutaciones en un gen concreto. La PCR es una polente aportación al 
arsenal de técnicas de ADN recombinante Su potencia se pone partlcularmente 
de manifiesto en aplicaciones tales como el diagnósttco de enfermedades heredí- 
tarias, los estudios de la expresión génica durante el desarrolio y la medicína 
forense. 
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Detecciórt de ácidos nucleicos y proteínas 

El desarrollo de la cfonacion molecular ha permitido el aislamiento y caracteriza- 
ción de genes individuales de células eucariótícas. Sin embargo, la comprensión 
de Ea función de los genes en las células precisa del análisis de la organizáciou y 
expresión iníracelutar de los genes y las proteínas que codifican. En esta sección 
se discuten los procedímientos básicos disponibles para la detección de ácidos 
nucleicos y proteínas. Estas técnicas son importantes en una amplia variedad de 
estudios, incluyendo el mapeo de genes y cromosomas, el análisis de la expre¬ 
sión génica y la loealizacíón de proteínas y organelas subcelulares. Estos mismos 
procedímientos generales se usan para aislar genes específicos para ser clona- 
dos. 


Hibridación de ácidos nucleicos 

La clave para Ea detección de secuencias específicas de ácidos nucleicos es el 
apareamiento de bases entre hebras complementarias de ARW o ADN. Someti- 
das a altas temperaturas (p. ej,, 90 a 100 C) las hebras complementarias de 
ADN se separan (desnaturalízación) dando moléculas de cadena símple. Si di- 
chas hebras desnaturalizadas de ADN se incuban en condicíones adecuadas 
(65 C) r renaturalizarán para formar moléculas de doble cadena por apareamien¬ 
to complementario de bases — un proceso denominado hibridación de ácidos 
nucleicos—. Pueden hibridar entre sí dos hebras de ADN, dos hebras de ARN y 
una de ADN con otra de ARN. 

La hibridacíón de ácidos nucleicos proporciona un método para detectar se- 
cuencías de ADN o ARN complementarias a cualquier ácido nucleico conocido, 
como un genoma víral o una secuencia de ADN clonada (Fig. 3.25). El ADN 
clonado se marca radiactivamente, habitualmente siendo sintetizado en presen- 
cia de nucleótídos radiactivos. Ešte ADN radiaciivo se utíliza como sonda para la 
hibridacíón de secuencias complementarias de ADN o ARN, que se detectan en 
virtud de la radioactividad de las moléculas hĺbridas de doble cadena. 

La transferencia Southern o Southern bfotting (técnica desarrollada por E, 
M. Southern) se utiliza de modo generalízado para la detección de genes especí¬ 
ficos en el ADN celular (Fig. 3.26). El ADN problema es digerido por una endonu- 
cleasa de restricción, y los fragmentos obtenidos se separan por eiectroforesis. El 
ge! se adhiere a un filtro de nitrocelulosa o nylon, al cual se transfieren los frag¬ 
mentos de ADN, para dar una réplica del gel. El filtro se incuba posteriormente 
con una sonda marcada, que hibrida con los fragmentos de ADN que contienen la 
secuencia complementaria. Los fragmentos se visualizan tras exposíción del filtro 
a una película radiográfica. 

La transferencia Northern o Northern blotting es una variante de la técnica 
de transferencia de Southern, utilizada para la detección de ARN en vez de ADN. 
La totalidad del ARN celular es extraída y fracclonada según su tamaňo por elec- 
troforesis en gel. De igual forma que en la transferencia de Southern, los ARNs se 
transfieren a un filtro y se detectan por hibridacíón con una sonda radiactiva. La 
transferencia de Northern se u sa con frecuencia en estudios sobre expresión 
génica —porejemplo para determinar la presencia de ARNm específicos en dis- 
tintos tipos cetufares. 

En lugar de analizar un gen cada vez, como en la transferencia Southern o 
Northern, la hibridacíón a microarrays de ADN permite el análisis símultáneo de 
miles de genes. A medida que se han hecho disponibles las secuencias comple- 
tas de genomas eucarióticos, la hibridación a microarrays de ADN ha permitido a 
los investigadores reatizar análisis globales de secuencias presentes en mues- 
tras celulares de ADN o ARN. Un microarray de ADN consiste en una lám i na de 
crístal o membrána sobre la que se imprimen oligonucleótidos o fragmentos de 
ADNc por un sistema de robótica en pequeňos puntos a una eievada densidad 
(Fig. 3.27). Cada punto del array consiste en un solo oligonucleótido o ADNc. Más 
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Figúra 3 25 

Detección de ADN por hibridación de 
ácidos nucleicos. Puede detectarse una 
secuencia específica entre todo el ADN 
celular por hibndación con una sonda de 
ADN marcada radiactivamente. S e des- 
naturaliza el ADN calentándolo hasta 
95 C, obteniéndose moléculas de cadena 
única. Se aňade la sonda marcada radiac¬ 
tivamente y se baja la temperatura hasta 
los 65 C, permitíendo que las cadenas de 
ADN complementarias se apareen entre 
sí. La sonda marcada se hibrida con las 
secuencias complementarias del ADN ce¬ 
lular. que pueden ser detectadas enton- 
ces como moléculas radiactivas de doble 
cadena. 
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Figúra 3,26 

Transferencia Southern. Los fragmentos de ADN 
obtenidos con una endonucleasa de restriccíón so n 
separados mediante eleetroforesis en geL Se identi- 
fican los fragmentos de ADN especŕficos por hibrida- 
ción con una sonda apropiada. 
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de 10.000 secuencias únicas de ADN pueden ser impresas sobre un portaobjetos 
de cristal tŕpico para microscopía, de modo que es posible producir microarrays de 
ADN que contienen secuencias que representan a todos los genes de un genoma 
celular. Tal y como se i lustra en la Figúra 3.27, una de las aplicaciones más cornu- 
nes de los microarrays de ADN es para los estudios de expresión génica, por ejem- 
plo una comparación de los genes expresados por dos tipos de células díferentes. 
En un experimente de ešte tipo. las sondas de ADNc se sintetizan a parlšr de los 
ARNm expresados en cada uno de los dos tipos celulares (p. ej., células cancero- 
sas y normales). Los dos ADNc se marcan con coiorantes fluorescentes diferentes 
(generalmente rojo y verde), y una mezcla de los ADNc se hibrida con un mícroa- 
rray de ADN en el que 10.000 o más genes humanos están representados como 
puntos aislados, A continuación se analiza el array mediante el uso de un eseáner 
láser de alta resolucíón. y la cantidad relativa de transcrĺpción de cada gen en 
las células cancerosas comparada con la de las células normales está tndieada 
por la relación entre fluorescencia roja y verde en cada punto del array. 

La hibridactón de ácidos nucleicos se emplea para detectar secuencias de 
ADN o ARN homólogas no sólo en extactos celulares, sino también en cromoso- 
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Figúra 327 

Microarray s de ADN. (A) U n ejemplo del anáfisis comparativo de la expresíón géniea 
entre células cancerosas y normales se emplea como molde para la sintesis de sondas de 
ADIMc rnarcadas con diferentes colorantes fluorescentes (p. ej,, u na sonda fluorescente 
roja para el ADNc de una célula cancerosa y una verde para el ADNc de una célula nor¬ 
mál). Las dos sondas de ADNc se mezclan y se hibridan con on microarray de ADN que 
contiene puntos de oligonueleotidos que corresponden a 10.000 o más genes humanos 
diferentes. El nivel relatívo de expresión de cada gen en células cancerosas comparado 
con células normales vlene indicado por la relación entre la fluorescencia roja y verde en 
cada posición del microarray. (B) Fotografia de una porción de on microarray. 


mas o células intactas — un procese denominado hibridación in situ (Fig. 3.28). 
Con esta técnica se analiza la hĺbridación de sondas radiactívas o fluorescentes 
por medio del microscopio. Por ejemplo, se empíean sondas rnarcadas para hibrí- 
dar con cromosomas intactos con el fin de identificar la región del cromosoma 
que contiene u n gen determinado. La hibridación in situ puede también emplea r- 
se para detectar ARMm específicos en los distintos tipos celulares de un tejido. 

Dctección de petjueňas cantidades de ADN o ARN por PCR 

La amplificación de ADN por medio de la reacción en cadena de la polimerasa 
es una técnica mucho más sensible que las transferencias de Southern o de 
Northern en la detección de secuencias de ADN o ARN celular. Se precísan 
aproximadamente unas 100.000 copías de una secuencia de ADN o ARN para 
ser detectada por hibridación por transferencia, mientras que la PCR puede 
amplifícar una única copia de ADN (o de ARN tras transcripción inversa) hasta 
niveles fácilmente detectabfes. 

Comofue expuestocon anleríoridad, la especificidad de la amplificación por 
PCR viene dada por la utilízación de oligonueleotidos cebadores que hibridan 
con secuencias complementarias del molde de ADN. Por lo tanto, la PCR puede 
amplifícar de modo selectivo una molécula de ADN específica a partir de una 
mezcla compleja, como el ADN o ARN celulartotaL Es posible utilizar la amplifi¬ 
cación por PCR para detectar moléculas de ADN o ARN específicas a partir de 
cantidades muy pequeňas de materiál iniciál, como extractos o células únícas. 
Esta extraordinaria sensibtlidad ha convertido la PCR en un método fundamen- 
tal en muchos procedimientos, íncluyendo el análisis de la expresíón géniea en 
células disponibles en Ijmitadas cantidades. 
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Sondas de anticuerpos para proteínas 

Los estudios acerca de la expresión y función géniea requieren no sólo la detec¬ 
ción de ADN y ARN, sino también de proteínas específicas. En díchos estudios 
los anticuerpos ocupan el lugar de las sondas de ácidos nucleicos como reac- 
tantes que interaccionan de modo selectivo con molécutas proteínicas. Los anti¬ 
cuerpos son proteínas sintetizadas por determinadas células del sistema inmune 
(los linfodtos B) que reaccíonan con moléculas (antígenos) que el organismo 
huésped ha reconocido como extraňas —por ejemplo, la cubierta proteínica de 
un vírus. Los sästemas inmunes de los vertebrados son capaces de síntetizar millo- 
nes de anticuerpos diferentes, cada uno de los cuaies reconoce de forma especifí- 
ca un antígeno en particular, que puede ser una proteína, un hidrato de carbono o 
una molécula no dológica. Cada íinfocito produce un único típo de anticuerpo, pero 
los genes responsables de la codíficación de anticuerpos varían de un linfocito a 


Figúra 328 

Hibridación in situ por fluorescencia. Hibridación de los cromosomas humanos con 

sondas fluorescentes específicas para los cromosomas, que marcan cada uno de los 24 
cromosomas de un color diferente. (Cortesía de Thomas Reid y Hesed Padilla-Nash, Na- 
tionai Cancer inštitúte ), 
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otro como resultado de un proceso programado de reordenamiento génico que 
tiene lugar durante el desarrollo del ststema ínrnune (véase Cap. 5). Esta varia- 
ción da lugar a un amplío espectro de linfocitos con distíntos genes codíficantes 
de anticuerpos, programados para responder contra dístintos antígenos. 

Los anticuerpos se generan mediante la inoculación de una proteina extraňa 
en un animal. Por ejemplo, frecuentemente se obtienen anticuerpos contra pro- 
teŕnas humanes a partir de conejos. El suero de estos animaies mmunizados 
contiene una mezcla de anticuerpos (producídos por distíntos linfocitos) que 
reaccionan contra zonas distintas del mismo antigéne. Sin embargo, es pošibte 
obtener el mismo tipo de anticuerpo (anticuerpos monoclonales) cultivando 
líneas cfonales de linfocitos B de animaies inmunizados {habitualmente rato- 
nes). Dado que cada linfocito está programado para producir un tipo único de 
anticuerpo, una línea clona! o clôn de linfocitos produce un anticuerpo monoclo- 
nal que reconoce un único determinante antigéníco, proporcionando un reac- 
taňte inmunológico de alta especificidad. 

Pueden utilizarse otros materiales para producir inmunización y síntetizar 
anticuerpos, aparte de proteínas celulares puriíicadas. Por ejemplo, es posible 
ínmunizar animaies con células intactas para crear anticuerpos contra proteínas 
desconocidas expresadas por una línea celular especitica (p. ej., una célula 
neoplásica). Dichos anticuerpos se utilizan para identificar proteínas específi- 
cas expresadas por la línea celular utílízada en la inmunización. Es frecuente 
producir anticuerpos contra proteínas expresadas en bacterias como dones re- 
combinantes. La clonación molecular permlte la obtendón de anticuerpos dirigL 
dos contra proteínas eucarióticas de difíci! aislamiento. También es posible 
crear anticuerpos contra péptidos síntéticos de entre 10 y 15 aminoáctdos, en 
vez de contra la proteina compteta. Por lo tanto, una vez que se conoce la 
secuencia de un gen, se pueden producir anticuerpos dirigidos contra péptidos 
que constituyen parte de la secuencia proteínica. Dado que los anticuerpos con¬ 
tra estos péptidos síntéticos habitualmente también reaccionan contra la proteina 
completa, es posible producir anticuerpos contra una proteina partiendo única- 
mente de la secuencia de un gen clonado. 

Los anticuerpos pueden ser utilizados de distintas maneras para defectar 
proteínas en extractos celulares. La inmunotransferencia (también denomina- 
da transfereneia Western o Western blotting) y ta in m unoprec i pitac ión son 
dos métodos habituales. La transfereneia Western (Fíg. 3.29) es otra variación 
de la transfereneia Southern. Las proteínas procedentes de extractos celulares 
son separadas por electroforesis en gel según su tamaho. Dado que las proteí¬ 
nas tienen formas y cargas eléctricas diferentes ešte proceso requiere una mo- 
díficación del método utilizado para la electroforesis de ácidos nucleícos. Las 
proteínas se separan por una técnica denomínada electroforesis en gel de SDS- 
poliacrilamída (SDS-PAGE. SDS-poliacrylamide get electroforesis ), en la cuat 
son disueltas en una soluctón con e! detergente dodecil suífato sódico (SDS) P 
cargado negativamente. Cada proteina se une a muchas moléculas del detergen¬ 
te, que desnaturaliza y da a la proteina una carga resultante negatíva. Bajo estas 
circunstancias, todas las proteínas migran hada el electrodo pošití vo —estando 
sus tasas de migractón únicamente determinadas (como en el caso de los ácidos 
nucleicos) por el tamaho— Tras la electroforesis las proteínas se transfieren a un 
filtro, que se ineuba con los anticuerpos que reaccionan con la proteina de inte¬ 
rés. El anticuerpo unido a! filtro puede ser detectado de varias maneras, identifL 
cando de ešte modo la protema contra la cual está dírígido el anticuerpo. 


Figúra 3.29 

Transfereneia Western. Se separan las proteínas según su tamano por eiectroforesis 
en gel de SDS-poliacriiamida y se transfieren desde el gel a un filtro. Se ineuba el filtro con 
un anticuerpo dirigido contra la proteina de interés. El anticuerpo unido al filtro se puede 
detectar mediante la reacción con varios agentes, como una sonda radšoaetiva que se une 
al anticuerpo. 
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En la inmunoprecipitaclón los anticuerpos son utilizados para aislar las pro- 
teínas contra las que reaccionan (Fig. 3.30). Las células son incubadas con 
amínoácfdos radíactivos para marcar sus proteinas. Al extracto celular marcado 
se le aňade un anticuerpo, que se une a su antígeno proteínico díana. Los com¬ 
plejos antígeno-anticuerpo resultantes se aislan y se someten a electroforesis, 
permitiendo la deteceión del antígeno radiactivo por autorradiografía. 

Como fue expuesto en el Capŕtulo 1 los anticuerpos pueden ser utilizados 
para vísualizar proteinas en el interiér de las células, asi como en células lísa- 
das. Las células se tiňen con anticuerpos marcados con pigmentos fluorescen- 
tes, tras lo oual al ser examinados con ei microscopio de fluorescencia se visua- 
tíza la localización subcelularde las proteinas antigénicas (véase Fíg. 1.28). Los 
anticuerpos pueden ser etiquetados con marcadores vísibles al microscopio 
electrónico, como metales pesados, permitiendo la visualízación de antígenos a 
nive! ultraestructural. 


Figúra 3,30 

Inmunoprecipitaclón. Se incuban las 
proteinas marcadas radioactívamente con 
un anticuerpo, que forma complejos con fa 
proteína contra la cual va dirigida (el antí¬ 
geno). Estos complejos antigeno-antí- 
cuerpo se adhieren a partículas que se 
unen al anticuerpo. Se hierve e! conjunto 
para disolver los complejos antígeno-anti¬ 
cuerpo, y se analízan las proteinas recu- 
peradas con el gel de electroforesis de 
SDS-poliacrilamida. Se detecta la proteí¬ 
na radioactiva que inmunoprecipitó tne- 
dianie una autorradiografía. 


Soiuias de husífitťdu en hibliotecus de ADN rccombinante 

En la identíficación de dones molecularescon ADN celular específico insertado 
se utílizan básicamente los mismos métodos que en la deteceión de ácidos 
nucletcos y proteinas en extractos celulares. Por ejemplo, se utiliza la hibrida- 
ción de ácidos nucleicos para identificar dones genómicos o de ADNc que con- 
tengan secuencias de ADN para las que exlsta una sonda. El ADNc clonado en 
vectores de expresión puede también ser identifieado con el uso de anticuerpos 
contra las proteinas que codifique. 

El primer paso en el atslamiento de dones de genoma o de ADNc es frecuen- 
temente la creactón de una biblioteca de ADN recombinante —conjunto de 
dones que contienen todo el genoma o todas las secuencias de ARNm de un tipo 
celular (Fíg. 3.33)—. Una biblioteca genómica humana, por ejemplo, se prepara 
clonando fragmentos al azar de ADN con un tarmaňo medio de 15 kb en un vector 
A. Dado que el tamaňo del genoma humano es aproxímadamente de 3 x 10 6 kb, 
el ADN equivalente a un genoma estaría representado por unos 200.000 dones 
de A. Sin embargo, dada la fluctuacíón estadística en @1 muestreo, muchos ge- 
nes no estarían representados en una biblioteca de 200.000 dones recombi- 
nantes, mientras que otros genes estarían representados por varios dones. Por 
lo tanto es preferible crear blbliotecas de mayor tamaňo, formadas por aproxi- 
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Figúra 3.31 

Busqueda por hibridación en una bi- 
blioteca recombinante. Los fragmentos 
de ADN celular s on clonados en un vector 
bactenófago / y son empaquetados en 
partŕculas del fago, obteniéndose una še¬ 
rie de fagos recombinantes que contienen 
diferentes ADNs celulares insertados. Los 
fagos infeotan bacterias, y el cultivo se cu- 
bre con un filtro. Afgunos de los fagos de 
cada calva se transfieren al filtro, que en- 
tonces se hibrida con una sonda marcada 
radíoactivamente para identificar ta placa 
de fagos que contiene el gen buscado. En 
ese momente se puede aislar la calva de 
fagos dentro de! cultivo originál. 
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madamente 1 milión de fagos recombinantes, para asegurarse una alta proba- 
bilidad de que cualquier gen de interés esté representado, 

Cualquier gen puede ser aísiado con facilidad a partir de dicha bíblioteca 
recombinante siempre que exista la sonda correspondiente. Los fagos recombi¬ 
nantes se siembran en un cuttivo de E.co/Zdonde cada fago se replica y produce 
una calva en la extensión de bacterias. Las calvas se transfieren a filtros de un 
modo simifar a como se paša e! ADN del gel al filtro durante la transferencia 
Southern, y los filtros son hibridadoscon una sonda marcada para identificar la 
calva del fago que contiene el gen buscado. Puede entonces aislarse la calva 
apropiada de la placa originál con el fín de propagar el fago recombinante que 
porta el gen buscado. Exísten procedimientos similares para expíorar colonias 
bacterianas portadoras de dones de ADN plasmídicos, por lo que es posible 
aislar dones específicos por hibridación a partir de bibliotecas de fagos y de 
plásmidos. 

En la exploración de bibliotecas recombinantes se emplean varios tipos de 
sondas. Por ejemplo. se puede utílizar un ADNc como sonda para aislar el don 
genómico correspondiente, o un gen clonado de una especie (p. ej., ratčn) pue¬ 
de usarse para aislar un gen relacionado de otra especie (p. ej., humano). Ade- 
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más de emplear fragmentosde ADN clonado, es posible sintetizaroligonucleóti- 
dos (de entre 15 y 20 bases) que sirvan como sondas, permítíendo el aislamien- 
to de genes basándose en et uso de secuencias aminoacídicas parciales de las 
proteŕnas que codifiean. Estos oligonucleótídos se utílizan como sondas para 
aislar dones de ADNc, que {como fue discutído previamente) son mucho más 
fáciles de secuencíar y caracterizar que la proteína misma. Es por fo tanto poši- 
ble proceder experimentalmente al aislamiento de un gen partiendo de una se- 
cuencía peptídíca parciaí. 

El uso de sondas de anticuerpos para explorar bibíiotecas de expresión es 
un abordaje alternativo en el aislamiento de un gen basándose en su producto 
proteínico. En ešte caso se genera una biblioteca de ADNc en un vector de 
expresión que dirige la síntesis proteínica en E. coíi. Las colonías bacterianas o 
las calvas de los fagos son transferídas a un fsltro del modo previamente descri- 
to, pero se hace reaccionar con un anticuerpo {como en la transferencia Wes¬ 
tern) para identificar los dones que están produciendo la proteína buscada. 

Estos procedímientos para la identificación de dones moíeculares y fa detec- 
ción de genes y productos génícos celulares ilustran la flexibilidad de la tecnolo- 
gía del ADN recombinante, Partiendo de cuatquier gen clonado, es posible no 
solo determinar su secuencia nucleotídica y utilizarlo como sonda para estudios 
de organízación y transcripciôn génica, sino también expresarlo y desarrollar el 
antisuero contra la proteína que codifica. Y, a la inversa, es posible clonar ge¬ 
nes basándose en la caracterización de la proteína de rnterés, utilizando oligo- 
nucleótidos o sondas de anticuerpos, El ADN recombinante ha permitído proge- 
sar experimentafmente bien desde el ADN a la proteína o bien desde ta proteína 
al ADN p proporcionando una gran versatilidad a las estrategias actualmente em- 
pleadas para el estudio de los genes en eucaríotas y las proteínas que codifiean, 

Fonción de los genes en eucariofas 

Las técnicas de ADN recombinante deseritas en las secciones previas prápor- 
cionan poderosas herramientas para el aislamiento y caracterización detallada 
de los genes de las células eucarióticas. Sin embargo para entender la función 
de un gen es necesario analizarlo formando parte de la célula o de un organis- 
mo intacto —no simplemente como un clôn molecular en una bacteria. En la 
genética clásica la función de los genes ha sido puesta de manifiesto por tas 
alteraciones en el fenotipo de los organismos mutados. La llegada del ADN 
recombinante ha anadido una nueva dimensión a los estudios sobre la función 
de los genes r dado que ha hecho posible investigar la función de un gen de 
forma dírecta reintroduciéndo e! ADN clonado en una célula eucariótica. En or¬ 
ganismos eucarióticos más simples, como las levaduras, esta técnica ha permí- 
tido el aislamiento de dones moleculares de virtualmente cualquier gen mutado. 
Existen diversos métodos para introducir genes clonados en células animales y 
vegetales en cultivo, asi como en organismos íntactos, con el fin de realizar 
análisis funcionales. Estos avances se pueden complementar con la posíbilidad 
de introducir mutaciones en el ADN clonado in vitro , aplicando el poder de las 
técnicas de ADN recombinante a los estudios funcionales de los genes pertene- 
cientes a eucariotas más complejos. 

Análisis genética cn levaduras 

Las levaduras son particularmente ventajosas para los estudios de biología mo- 
lecular en eucariotas {véase Cap. 1). El genoma de la Saccharomyces cerevh 
siae, que contiene 1,2 x 10 7 pares de bases t es 200 veces más pequeho que el 
genoma humano. Además las levaduras se cultívan con facilidad, reproducién- 
dose con un tiempo de divísión de unas 2 horas, Por lo tanto ofrecen las mišmaš 
ventajas básicas —un genoma pequeňo y reproducción rápida— que las pro~ 
porcionadas por las bacterias. 
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Figúra 3.32 

CJonación de genes de levaduras. (A) 

Unavectorde levadura. Elvector contiene 
el gen de inicio de la replicación de una 
bacteria (on) y el de resistencia a la ampi- 
cilina ( Amp % permitíendo que se propa- 
gue como un pläsmido en EcolĹ Además, 
el vector contiene un gen de inicio de la 
replicación de levaduras y un gen marca- 
dor (ĹEU2), que posibilita la detección de 
la levadura transformada. El gen LEU2 
codífica una enzima necesaria para la sín- 
tesis del aminoácŕdo leucina, de forma 
que las cepas de levaduras transforma- 
das, que originalmente carecen de esta 
enzima, pueden detectarse al cultivarse y 
crecer en un medio sin leucina. (B) Aisla- 
m í ento de un gen de levadura. Se ídentifica 
un gen de interes medíante una mutadón 
sensible a la temperatura, que consiste en 
que la levadura crezca a 25 Q pero no a 
37 C. Para aislar un clôn de ešte gen se 
transforman las levaduras sensibles a la 
temperatura con una biblíoteca de plásmi- 
dos que contenga una šerie de genes que 
abarquen todo el genoma de las levadu¬ 
ras. Teda levadura transformada por el 
ADN del plásmido es capaz de crecer en 
un medio carente de leucina a 25 C, pero 
sólo aquellas transformadas por un plás¬ 
mido que contenga la copía normál del 
gen de ínterós son capaces de crecer a 
una temperatura de 37 C. Puede aíslarse 
el plásmido deseado a partir de las leva¬ 
duras transformadas que forman coionias 
a la temperatura no permisiva. 
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Las mutaciones en las levaduras son ten fácilmente identificables como en 
E. coli. Es sencillo. por ejemplo, aislar una levadura mutante que precise un 
aminoácído u otro nutriente en particular para crecer. Es posible ademäs aislar 
levaduras con defectos en genes necesarios para procesos celulares funda- 
mentales (en contraste con los defectos metabólicos) en forma de mutantes con 
sensibitidad térmica o termosensibles, Dichos mutantes codífícan proteínas 
que son funcionales a una determinada temperatura (la temperatura permisiva} 
pero no a otra (la temperatura no permisiva), mientras que las proteínas normales 
son funcionales a ambas tempe ratu ras. Una levadura con una mutación con sen- 
sibílidad térmica en un gen esencial puede ser identifícada por ser únicamente 
capaz de crecer a la temperatura permisiva. La posibilidad de aislar estos mu¬ 
tantes termo-sensibles ha permitido la identificación de los genes de la levadura 
que controlan muchos procesos celulares fundamentales, como la síntesis y 
procesamiento del ARN, la progresión a través del cíclo celular y el transporte 
de proteínas entre compartimentos celulares, 

El relativamente simple sistema genético de las levaduras tambíén permite la 
clonación de cualquiergen mutado, simplemente basándose en su actividad fun- 
cional (Fig, 3.32). En primer lugar se crea una biblioteca genómica de ADN nor¬ 
mál de levadura en vectores que se replican como plásmidos en las levaduras de 
igual forma que en E.colL El pequeho tamano del genoma de la levadura implica 
que una biblioteca completa consta de unos pocos miles de plásmidos Se em- 
plea una mezcla de estos plásmidos para transformar una levadura mutada termo- 
sensible, y las cepas que son capaces de crecer a la temperatura no permisiva son 
seleccionadas. Dichas cepas transformadas han adquirido una copia normál del 
gen buscado en el ADN plasmídico, que puede ser entonces aislado con facitidad 
para su caracterización posterior a partir de las levaduras transformadas. 

De ešte modo se han identificado los genes de levadura que codífícan una 
amplia variedad de proteínas esenciales. Dichos genes aislados en levaduras 
han servido en muchos casos para identificar y clonar genes relacionados en 
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céiulas de mamíferos. Por !o tanto, la sencilla estructura genética de las tevadu- 
ras no sóío ha proporcionado un importante modelo para las céiulas eucanóti- 
cas, sino que ha llevado directamente a la cíonación de genes relacionados de 
eucariotas más complejos. 


Transferencia de genes en plantas y animales 

Pese a que las céiulas de eucariotas complejos no son susceptibles de ser 
manipuladas genéticamente de forma tan sencilla como las levaduras, ta fun- 
ción de los genes puede ser investigada con la introducción de ADN clonado en 
céiulas de plantas y animales. Dichos expehmentos (denominados de forma 
generál transferencia génica) han sido de una importancia crítica para aclarar 
una šerie de cuestiones, como los mecanismos que regulan la expresión de los 
genes y el procesamiento de las proteínas. Como šerá expuesto más adelante, 
la transferencia génica ha permítido la identificación y caracterfzación de genes 
que controlan el credmiento y diferenciación de las céiulas animales, incluyen- 
do un cierto numero de genes que son responsables del crecimiento anormal de 
las céiulas neoplásicas humanas. 

La metodológia para la introducción de ADN en céiulas animales fue desa- 
rrollada inicialmente para ADN víricos infecciosos y, por tanto, a menudo se 
denomina transfección (una palabra derivada de trans formación + in fección) 
(Fig. 3.33). El ADN puede introducirse en céiulas animales en cultivo mediante 
una variedad de métodos, íncluyendo la microinyección directa en el núcleo 
celu Jar, coprecipitación de ADN con fosíato cáícico para forma r pequeňas partí- 
culas que serán internalizadas por las céiulas, incorporación del ADN en vesi- 
culas lipídicas (liposomas) que se fusíonan con la membrána plasmática, y 
exposicíón de las céiulas a un breve pulso eléctrico que abre, de forma transito- 
ria, poros en la membrána plasmática (electroporación). El ADN internalizado 


Figúra 3.33 

Introducción de ADN en céiulas anima¬ 
les. Un gen eucariótico de interes es clo¬ 
nado en un plásmido que contíene un 
marca do r de resistencia a un fármaco, e t 
cuaJ puede seleccionar las céiulas anima¬ 
les en cultivo. Se introduce el ADN del 
plásmido en céiulas cuEtivadas como un 
coprecípitado de calcio y fosfato, que es 
captado y expres ad o por un grupo de cé- 
lulas durante unos días {expresión transi’ 
tória). Las céiulas transformadas de forma 
estable, en las que el ADN del plásmido 
se Integra en e! ADN cromosómico, pue- 
den seleccionarse por su capacidad de 
crecer en un medio que coníenga el fár¬ 
maco. 
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Figúra 3,34 

Vectores retrovirales. El vector se compone de secuencias retrovirales clonadas en un 
plásmido que puede propagarse en E.coii El ADN extraňo se inserta en las secuencias 
virales, y los plásmidos recombinantes puoden ser aislados a partir de las bacterias. En ešte 
momento se produce la transfección con et ADN recombinante de las células animales en 
cultivo. El ADN es captado por una pequena parte de las células, que producen retrovirus 
recombinantes, los cuales contienen el ADN insertado, Estos retrovirus recombinantes pue- 
den ser utilízados para infectarde manera eficaz nuevas células, donde el genoma viraf con 
bs genes insertados se íntegra en el ADN cromosómico en forma de provirus, 

por una proporciou elevada de las células es transportado al núcleo, donde 
puede transcribírse durante varios días —un fenómeno denominado expresión 
transitoria, En una proporción inferíor de las células (generalmente un 1% o 
menos), el ADN extraňo se Integra de forma estable en el genoma de la célula y 
se transfiere a la progenie durante la divísión celular como cualquier otro gen de 
la célula. Estas células transformadas establemente pueden aislarse si el ADN 
transfectado contiene un marcador selectivo, como la resistencia a una droga 
que inhibe el crecimiento de las células normales. Asi, cualquier gen clonado 
puede ser introducido en una célula mamífera transfiriéndolo junte a un marca¬ 
dor de resistencia a una droga que puede emplearse para aislar los transfor- 
mantes estabfes. Los efectos de genes clonados de ešte modo sobre el corrv 
portamiento celular —por ejemplo, crecimiento o diferenciación celular— 
pueden entonces analizarse. 

Los vírus animales también pueden emplearse como vectores para la intro- 
diicción más eficaz de ADN clonado en células. Los retrovirus son especialmen- 
te útiies en ešte sentido, ya que su ciclo de vida incluye una integración estable 
del ADN vírico en el genoma de ia célula infectada {Fig. 3.34). Como conse- 
cuencia, los vectores retrovirales pueden emplearse para introducir eficazmen- 
te genes clonados en una variedad de tipos celulares, convirtiéndolos en un 
vehículo importante para una amplia gama de aplícaciones. 

Es también posible introducir genes clonados en la línea germínal de un 
organismo muiticeluiar posibilitando su estudio en ef contexto de un animal 
intacto en lugar de en células en cultivo. Por medio de ta inyección del ADN 
clonado en el pronúcleo de un ovulo fertilizado se producen ratones que portan 
dichos genes extraňos (ratones transgénicos) (Fig. 3.35). Los óvulos inyecta- 
dos se implantan en madres adoptivas y se permite su desarrollo. En una parte 
de la progenie (aproximadamente el 10%) el ADN extraňo se habrá integrado 
en el genoma del ovulo fertilizado y está por lo tento presente en todas las 
células del animal. Dado que el ADN extraňo está presente en las células germi- 
nales de ígua! forma que lo está en las somáticas, al reproducirse dicho ADN se 


Figúra 3.35 

Produeeión de ratones transgénicos. El ADN es inyectado en pronúcleos de un óvulo 
de ratón fertilizado (los óvulos fertilizados contienen dos pronúcleos, uno del óvulo y otro 
del esperma). Los óvulos inyectados se iransfieren a las madres adoptivas y se permite 
su desarrollo. Algunos de los descendientes (transgénicos) tienen incorporado en su ge~ 
noma el ADN inyectado. 
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transmite a su descendencia como el resto de los 
genes celulares. 

Las propiedades de ías células madre embrio- 
narías (CME) aportan un medso alternatívo para in- 
troducir genes clonados en ratones (Fig. 3.36). Las 
CME pueden obtenerse a partír de embrŕones tern- 
pranos de ratón. Pueden ser reintroducidos en di- 
chos embriones tempranos, donde participan de for¬ 
ma normál en el desarrollo y dan íugar a células en 
todos los tejidos del ratón - induidas las células ger- 
minaíes. Es posíble introducír ADN clonado en las 
CME en cultivo, sefeccionar células transformadas 
de forma estable y reintroducirlas en embriones de 
ratón. Dichos embriones dan lugar a una descen- 
dencía quimérica en la que algunas células derivan 
de las células embríonanas normál es y otras de las 
CME transfectadas. En algunos de estos ratones las 
CME transfectadas se incorporan a la línea germi- 
nal. Con la reproducción de estos ratones se consi- 
gue que su progenie herede de forma direcía el gen 
transfectado. 

También es posible introducír ADN clonado en 
células vegetales. Una posibilidad es eliminar la pa- 
red celular, dando lugar a protoplastos rodeados úni- 
camente por una membrána plasmática. El ADN es 
introducido en los protoplastos por eleetroporación, 
de ígual forma que en células animales. Alternativa- 
mente, se puede introducír ADN en células vegeta¬ 
les intactas bomba rdeándolas con microproyectiles 
(por ejempio pequeňas partículas de tungsteno) cu- 
biertos de ADN. Las partículas cubiertas de ADN se 
disparan dírectamente contra las células vegetales: 
algunas de las células mueren, pero otras sobrevL 
ven y se transforman de forma estable. 

A partír de vírus vegetales se han desarrollado 
vectores más eficientes para la introducción de ADN 
recombinante en células vegetales. Otro vehículo de 
reclente desarrollo para la introducción de ADN clo- 
nado en plantas es un plásmido de la bacteria Agro- 
bacíerium tumefacíens (el plásmido Ti) (Fig. 3.37). 


Figúra 3.36 

Introducción de genes en ratones a Iravés de células 
madre embrionarias. Las células madre embrionarias son 
células cullivadas que proeeden de embriones tempranos de 
ratón (blastocistos). El ADN es introducido en estas células 
en cultivo ŕ y posteriormente se aislan las células madre em¬ 
brionarias transformadas de forma estable. Se inyectan es¬ 
tas células en un blastocisto receptor, donde son capaces de 
participaren el desarrollo normál del embrión. Algunos de los 
ratones hijos que se desarroltan tras la inyección de embrio¬ 
nes en madres adoptivas contienen tanto células derivadas 
de las células madre embrionarias transformadas como cé¬ 
lulas normál es del blastocisto. Como estos ratones son mez- 
cla de dos tipos de células difereníes se les denomina qui- 
méricas. Pueden obtenerse descendientes que contengan ef 
gen transfectado cruzando ratones quiméricos, cuyos des¬ 
cendientes tendrán las células madre embrionarias trans¬ 
formadas incorporadas en la esíirpe germinaL 
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Figúra 3.37 

introducción de genes en céluias vegetales por medio del plásmido Ti. E! plásmido 
Ti contiene la región T r que se transfiere a céluias vegetales infectadas, y los genes de 
virulencia (vir), que actúan en la transferencia del ADN de la región T. En los vectores 
plasmídicos Ti, el ADN extraňo se inserta en la región T. E1 plásmido recombinante se 
introduce en Agrobacterium tum&faciens , que se utiliza para infectar céluias en cu I ti vo. La 
región T del plásmido (portadora del ADN insertado) es transferida a las céluias vegetales 
y se Integra en ei ADN cromosómico. Puede generarse una planta transgénica a partir de 
estas cé 1 u I as t ra nsform ad as, 


En la naturaleza Agrobacterium se u ne a las hojas de las plantas y ei plásmido Ti 
se transfiere a las céluias vegetales, donde se incorpora al ADN cromosómico. 
Los vectores desarrollados a partir del plásmido Ti proporcionan un medio eficieníe 
para la introducción de ADN recombinante en céluias vegetales susceptibles. Dado 
que muchos tipos de plantas pueden regenerarse a partir de una única céíula 
cultivada (véase Cap. 1), las plantas transgénicas se obtienen directamente de 
céluias en las que se introduce el ADN recombinante en cultivo — un procedi- 
míento mucho más sencillo que la obtención de animales transgénicos — 

Mutagénesis de ADN clonados 

En los estudios genéticos clásicos (p. ej M en bacterias o levaduras), la dave para 
identificar los genes y entender su función es la observadón del fenotipo alterado 
de los organismos mutantes. En dichos estudios los genes mutantes son detecta- 
dos porque producen camblos fenotípicos observables —como por ejempio cre- 
dmtento termosensíble o requenmientos nutricionales especŕficos—. Sin embar¬ 
go, el aisiamiento de genes por técnicas de ADN recombinante ha permitido un 
enfoque díferente de la mutagénesis. Ahora es posíble introducir la alteración que 
se desee en un gen donado y determinar el efecto de la mutación en función de 
los genes. Dichos procedimientos han sido denominados genética inversa T 
dado que en primer lugar se introduce una mutación en un gen y posteríormente 
se determina s u consecuencia. La capacidad de introducir mutacíones específL 
cas en ADN s clonados (mutagénesis in vitro) ha demostrado ser una poderosa 
herramienia en el estudio de la expresión y función de los genes eucarióticos. 

Exlsten muchos procedimientos de mutagénesis in vitro para alterar genes 
clonados, que permiten la introducción de deleciones, ínserciones o alteracio- 
nes de nucleótídos únicos. Un método habitual de mutagénesis es el uso de 
oNgonueleótidos sintéticos para generar cambios de nucleótidos en una se- 
cuencia de ADN (Fig, 3,38), En ešte procedimiento se emplea un oligonucIeotR 
do sintético que porta la base mutante como cebador para la síntesis de ADN. 
Las moléculas de ADN de nueva síntesis que contienen la mutación pueden, a 
continuación, ser aisladas y caracterizadas. Por ejempio, pueden modificarse 
aminoácidosespecíficos de una proteína para poder caracterizar su pape! en la 
función proteica. 

Modificaciones de esta técnica, combmadas con la versatilidad de ofros mé- 
todos de manipulación de moléculas de ADN recombinante, pueden ser em- 
pleadas para introducir práctícamente cualquier modificación deseada en un 
gen clonado. Asi, el efecto de dichas mutacíones sobre la expresión y función 
géníca puede ser determínado a continuación, mediante la introducción del gen 
en el tspo celular apropiado. La mutagénesis in vitro h a permitido la caraoteríza™ 
ción en detaile de! pape! funcional tanto de las secuencias regufadoras como de 
las codificantes para proteínas de los genes clonados. 

Introducción de mutaciones en genes celulares 

Pese a que la transferencia de genes clonados dentro de las céluias {particular- 
men t e en combinacíón con mutagénesis in vitro) proporetona una poderosa he- 
rramienta en el estudio de la estructura y función géníca, dichos experimentos 
no son capaces de definir la función de un gen desconocido en una célula u 
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Gen de interes 


Plásmido que contiene 
una base desapareada 
en el punto de la mutacjón 


organismo intactos. Las céiulas utilizadas como receptoras de genes clonados 
poseen copias normales de esíos genes en su ADN cromosómico, y estas copias 
normales continúan reatizando sus funciones en las céiulas. Es preciso eliminar 
la actividad de las copias normales de un gen para determinar su papel biológico. 
Como veremos más adelante, en levaduras se puede conseguir de forma senci- 
lla. En céiulas de mamífero esta tarea es considerablemente más compleja, pese 
a lo cual fenemos a nuestra disposición dístintos métodos para inactívar las 
copias cromosómicas del gen clonado o inhibiendo la tunclon génica normál, 
actual meňte son muy utilizados. 

La introducdón de mutaciones en los genes cromosómicos de las levaduras 
es una tarea relativamente sencílla porque el ADN introducido frecuentemente se 
somete a recombinación homóloga con la copia cromosómica normál del gen 
(Fig. 3.39). En la recombinación homóloga el gen clonado reemplaza aí alelo 


Figúra 3,38 

Mutagénesis con oligonucleótidos sin- 
téticos. Un oligonucleótido portador de la 
alteracíón deseada en una base se utiliza 
como cebador en la síntesis de ADN a 
partir de un plásmido de ADN, produciendo 
un ADN circular mediante la incubación 
con ADN ligasa, Con ešte procese se ob- 
t i en e n plásmidos en los cuales una eadena 
contiene la base normál y la otra eade¬ 
na contiene la base mutada. La replica- 
ción de los plásmidos de ADN tras la 
transformáciou de E, colt produce por tan- 
to una mezcla de plásmidos normales y 
m utante s. 
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Figúra 3,39 

Inactivación génica mediante recombinación homóloga. 

Una copia mutada del gen clonado es introducida dentro de 
las céiulas, El gen clonado puede sustituŕr a la copia del gen 
normál por recombinación homóloga, obteniéndose una cé¬ 
lula que transporta la mutación deseada en su ADN cromo- 
sómiep. 
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Introducción d e] ARN o 
ADN 


El ARN o ADN antisentido 
hibrida con el ARNm normál. 
Se bloquea la sintesis de 
la proteína. 


Figúra 3.40 

Inhibición de la expresión génica me- 
drante ARN o ADN antisentido. El ARN 

o el ADN de cadena única antisentido 
son eomplementarios al ARNm de un gen 
de interés, Los ácidos nudeicos antisen- 
tido forman por tanto hĺbridos con los 
ARNm diana r bloqueando la traducción 
del ARNm a proteína. 


normál, por lo que las mutaciones introducidas in vitro se íncorporan a la copía 
cromosómica del gen de la levadura. En el supuesto más simple, en lugar del 
gen normál se introduce un gen inactivado por medio de u na mutación con el f in 
de determinar su pape! en los procesos celulares. Dado que las levaduras pasan 
a lo largo de su ciclo vítal por etapas haploides y diploídes, es incluso posible 
inactivar y estudiar genes necesarios para e\ crecimiento celular. Llna copia inac- 
tíva del gen se introduce en una célula dipfoíde, que en adelante posee una copia 
activa y otra ínactiva de! gen de interés, Las células son inducidas a entrar en 
meiosis, pudiéndose observar el efecto de la inactivación del gen en la progente 
haploide. 

En células animales la recombinación entre el ADN transferido y su gen 
homólogo es un hecho poco frecuente, por lo que la inactivación de genes por 
ešte método es más difícíl que en levaduras. Probablemente acausa del mayor 
tamano de los genomas de las células de mamífero, la mayor parte del ADN 
transfectado se Integra en el genoma receptor en sitios al azar por recombina- 
ción con secuencias no relacionadas, Sin embargo, ha sido posible desarrollar 
métodos para seleccionar y aislar las células transformadas en las cuales se ha 
producido recombinación homóloga, por lo que se pueden inactivar genes en 
células animales por ešte procedimíento, Y lo que es más importante, es factible 
inactivar genes no sólo en líneas celulares somáticas, sino también en células 
madre embrionarias (CME) en cultivo. A partir de las CME es posible generar 
ratones transgénicos y por lo tanto investigar los efectos de la inactivación de un 
gen en un animal intacto. Las funciones de centenares de genes de ratón han 
sido ínvestigadas de ešte modo n siendo de especial interes los hallazgos acerca 
del papel de genes específicos en el desarrollo. 

Una alternatíva a la inactivación de genes por recombinación homóloga es 
el uso de ácidos nucleicos antisentido para bioquear la expresión génica 
(Fig. 3.40), Se introduce en la célula ARN o ADN de cadena simple complemen- 
taräo al ARNm del gen de interés (antisentido). E! ARN o ADN antisentido hibrida 
con el ARNm y bloquea su traducción a proteína. Los hŕbridos ADN-ARN resul- 
tantes de la introducción de ADN antisentido babitualmente son degradados en 
el interior de la célula Ef ARN antisentido se introduce de forma directa en la 
célula por inyeccíón con micropipetas, aunque es posible emplear vectores de- 
sarrollados para expresardicho ARN. El ADN antisentido estáformado general- 
mente por oligonucleótidos cortos (de unas 20 bases) que puede ser inyectado 
en las células, De forma alternatíva, y dado que las células son capaces de 
captar oligonucleótidos del medio de cultivo, éstos pueden ser aňadidos directa- 
mente al medio celular. 

La interferencia de ARN (ARNi) proporciona un método adicíonaľ, y muy 
eficaz, para interferircon la expresión génica a nivel del ARNm (Fig. 3.41), En la 
interferencia de ARN r moléculas cortas de ARN de doble hebra (21 a 23 nucleó- 
tídos) inducen la degradación de los ARNm eomplementarios. Aunque el meca- 
nísmo por el que los RNA cortos de doble hebra inducen la degradación de su 
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^ Separacion 



Figúra 3.41 

Interferencia de ARN. Moléculas cortas de ARN 
de dobie hebra se asocian con una ribonucleasa 
proteica. La separación de las dos hebras del 
ARN y su hibridación con un ARNm homólogo 
dirige la nucleasa al ARNm r desencadenando la 
escision de ešte último. 



ARNm diana no se comprende totalmente ; parece implicar la actividad de una 
ribonucleasa que se asocia con Jos ARN de dobie hebra y es guiada al ARNm 
diana mediante el apareamiento de bases complementarias. En un pnncipio se 
observó que el ARNí inducía una degradación eficaz del ARNm en C , eiegans, y 
su uso se ha extendido a Drosophila, Arabidopsis y, más recientemente a célu- 
las de mamŕfero. 

Ademäs de ínactivar un gen o inducir la degradación de un RNAm, en oca- 
siones es posible interferir directamente con la función de las proteínas en el 
interior de las células (Fig. 3.42). Una posibílidad es inyectar anticuerpos que 
bloqueen la actividad de la proteína contra la que van dirígidos. Un método 
alternativo es la utilización de proteínas mutantes que interííeren con la función 
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Figúra 3 42 

Inhibíción directa de la función protei- 
nica. Los anticuerpos inyectados pueden 
unirse a proteínas dentro de las células, 
inhibiendo por tanto su función normál, 
Además, algunas proteínas mutantes in- 
terfieren con la función de las proteínas 
normales —por ejemplo, compitiendo 
con las proteínas normales en la interac- 
ción con sus moléculas diana—. 
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la proteína / 
de interes 


Dna proteína normalmente 
funciona ínteraccionando 
con dianas intracelulares. 


Proteína 
m u taňte 
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la acción de la proteína normál 
formando complejos no 
funcionantes con las moléculas 
diana. 


La función de la proteína se 
bíoquea por la uníón del 
anticuerpo. 


de su homóloga normál cuando se expresan en la misma célula —por ejemplo, 
compitiendo por la unión a su molécula diana—, Se pueden introducir por írans- 
ferencia génica ADNs clonados que codifiquen dichas proteínas {denominadas 
mutantes inhibitorios dominantes) para estudiar los efectos del bloqueo de 
genes normales. 


PALABRAS CIAVE 


gen, alelo. dominante, recesivo, 
genotipo. tenotipo. cromosorna, 
diploide. meíosís, haploide, mutación 

hipotesis de un gervuna enzima 


transformación 


replicacíón semiconservatíva, ADN 
polimerasa 


RESUMÉN 

HERENCIA, GENES Y ADN 

Genes y cromosomas : Los cromosomas son los portadores de los genes. 


Genes y enzimas: Un gen determina la secuencia de aminoácidos de una 
cadena polipeptídica. 

ídentificación deí ADN como matériat genético Se identiticó el 
ADN como materiál genético gracias a experimentos de transformación bac- 
teriana, 

Estructura del ADN El ADN es una doble héíice en la que se forman entá- 
ces de hidrógeno entre las purinas y las pinmidinas de cadenas opuestas, 
Debido al apareamiento específico de bases —A con Ty G con C— las dos 
cadenas de una molécula de ADN tienen una secuencia complementana. 

Replicacíón del ADN El ADN se replica por un mečanísmo semiconservaií- 
vo, en el que las dos cadenas se separan y cada una sirve de modelo para la 
síntesís de una nueva cadena hija. 
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EXPRESIÓN DE LA INFORMACIÓN GENÉTICA 

Colinearidad entre genes y protefnas: Ei orden de los nucleótídos en el 
ADN determina el orden de los aminoácidos en las protefnas. 

Papel del ARN mensajero El ARN mensajero funciona como iniermediario 
en el transporte de la informaclón desde el ADN hasta los ribosomas, donde 
se utiliza como molde en fa sintesis de protefnas. 

Código genético: El ARN de transferenda o transterente se utiliza como 
adaptador entre los aminoácidos y el ARNm durante la síntesis proteínica. 
Cada aminoácido se especifica por un codón que consta de tres nucleótídos. 

Vírus ARN y transcrípción inversa : Se puede sintetizar el ADN a partir de 
mofdes de ARN. como fue descubierto en los retrovirus en primer lugar. 

ADN RECOMBINANTE 

Endonucleasas de restricción: Las endonucleasas de restrlcción cortan 
secuendas de ADN específicas, obteniéndose fragmentos delinidos a partir 
de moléculas de ADN. 

Generación de moléculas de ADN recombinante : Las moléculas de ADN 
recomblnante constan de un fragmento de ADN de interes ligado a un vector 
que es capaz de replicarse independientemente en una célula huésped 
apropiada. 

Vectores para ADN recombinante: Se utilizan diversos vectores para clo- 
nar fragmentos de ADN de diferentes tamaňos. 


Secuenciacion del ADN : La secuencia de nucleótídos de los fragmentos de 
ADN donados se puede determinar fácilmente. 

Expresidn de los genes donados Las protefnas codificadas por los genes 
clonados pueden expresarse a gran escala tento en bacterias como en celu- 
las eucariotas. 

Amplificación del ADN média n te la reacción en cadena de la poiimera - 

sa; la PCR permite la amplificación y el aislamiento de fragmentos especifi- 
cos de ADN in vitro. 

DETECC1ÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS Y PROTEÍNAS 

Hibridación de ácidos nucleicos La hibridación de äcidos nucleicos per¬ 
mite detectar secuencias concretas de ADN o ARN. 


Detección de pequeňas cantidades de ADN o ARN por PCR La PCR 

constituye un método sensible para detectar pequeňas cantidades de molé¬ 
culas específicas de ADN o ARN. 

Anticuerpos como sondas para proteínas : los anticuerpos pueden ser utilí- 

zados para detectar proteínas específicas en células o extractos celulares. 


Sondas para la búsqueda en bibliotecas de ADN recombinante: Es poši- 
bfe detectar fragmentos especificos de ADN insertado en las bibliotecas de 
ADN recomblnante por medio de la hibridación de ácidos nucleicos o de las 
sondas de anticuerpos. 


dogma centrál, transcrípción, 
t radu cc i on, ARN mensajero (ARNm), 
ARN poíímerasa, ARN ribosómíco 
(ARNr), ARN de transterencia (ARNt) 

código genético, traducción in vitro , 
codón 


retrovirus, transcripción inversa, 
transcriptasa inversa 


endonucleasas de restricción, 
electroforesis en gel, mapa de 
restricción 

clonación molecular, vector, molécula 
recombinante, clôn molecular, ligasa de 
ADN.AONc 


plásmido, origen de la replicacíón, 
cósmido, cromosoma artificial Pi (PAC), 
cromosoma artificial bacfceríano (BAC), 
cromosoma artificial de levadura 

d id e sox t n u c leót i d o, auto rrad iog raf i a 


vector de expresíón, bacutovirus 


reacción en cadena de la poiimerasa 
(PCR) 


hibridación de ácidos nucleicos. sonda, 
transferenda Southern, transferenda 
Northern, microarrays de ADN, 
hibridación in situ 


antícuerpo, antigeno, anticuerpo 
monoclonal, ínmunotransferencia, 
transferenda Western, 
inmunoprecipitadón, electroforesis en 
gel de SDS-paliacrílamida (SDS-PAGE) 
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m u taňte serrsible a la tempe ratu ra 


transferencia génica* transfección, 
ex preši on transitoria* líposoma, 
electroporación, ratón transgénico. 
célula madre embríonaría (CM E), 
plásmido Ti 

genética inversa, mutagénesis in vitťo 

recombinadón homóloga, ácidos 
nucleicos antisentido, interferencia de 
ARN, mutante inhibítorio dominante 


Preguntas 

1, Define la traducción en el oontexto 
de la bíología molecular 

2. ^Qué componentes deben estar pre- 
sentes para poder bacer una síntesis 
proteica in vitro ? 

3- ^Cómo se descubrió la primera co- 
rrespondencia de un codon con on ami- 
noácido? 

4. ^Qué significa decir que el código 
genético es degenerado? 

5. La adición o deleción de uno o más 
nucleótidos en la parte codificaníe de un 
gen produee una proteína afuncional, 
mientras que la adición o deleción de tres 
nucleótidos a menudo pradúce una pro¬ 
teína con una función casi normál. Explí- 
calo. 

6. Describe las características que 
debe poseer un cromosoma artificial de 
Ievaduras para clonar un fragmente de 


FUNCIÓN GENÉTICA EN EUCARIOTAS 

Análisis genético en ievaduras La senciilez de su genética y la rápida 
replicación de las Ievaduras facilita la ctonación molecular de cualquier gen 
que corresponda a una rrmtación de la levadura. 

Transferencia génica en piantas y animaies Los genes clonados pueden 
ser introducidos en células eucaríotas complejas y en organísmos multicelu- 
lares para su análisis funcional. 


Mutagénesis de ADN clonado: La mutagénesis in vitro de! ADN clonado 
sirve para estudiar el efecto de las mutaciones en ía funcíón génica, 

Introducción de mutaciones en genes cetutares : Pueden introducirse 
mutaciones en las copias de genes cromosómicos mediante la recombina- 
ción homóloga con secuencias de ADN clonado. Además, se puede blo- 
quear la expresión o función de productos génicos específicos mediante áci¬ 
dos nucleicos antisentido o con mutaciones inhibitorias dominantes. 


ADN humano cortado con EcoRI en le¬ 
vadura. 

7 * iPo r qué resulta tan útli la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR)? 

8- ^Qué diferencia existe entre una bi- 
blioteca genómica y una biblioteoa de 
ADNc? 

9, Está estudiando una enzírna en la 
cual existe u n residuo de cisteína activo 
que está eodifieado por el triplete UGU. 
^Cómo afectaría a la función enzimática 
la mutación de la tercera base por una C? 
I Y la mutación por una A? 

10. La digestión de una molécula de 
ADN de 4 kb con EcoRI produee dos 
fragmentos de 1 kb y 3 kb cada uno. La 
digestión de la misma molécula con Hind\\\ 
proporeiona fragmentos de 1,5 kb y 2,5 kb. 
Por último, tras la digestión combinada con 
EcoRI y HindW se odtiene n fragmentos de 


0,5 kb, 1 kb y 2,5 kb. Dibuje el mapa de 
rest r icc ión indicando la posición de los 
puntos de certe de EcoRI y Hind 11. 

11, Comenzando con ADN de un solo 
espermatozoide, ^cuántas copias de una 
secuencia génica específica se conse- 
guirán después de 10 ciclos de amplifica- 
ción con PCR? tras 30 ciclos? 

12, Ha clonado un ADNc de función 
desconocida, ^Cómo determinaría expe- 
rimentalmente la localizacion subcelular 
de la proteína que codifica? 

13, Está interesado en identíficar los re- 
siduos de aminoácidos importantes para 
la actividad catalítica de una enzima. 
Asumiendo que dispone de un clôn del 
ADNc, £qué estrategias experimentales 
emplearía? 
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OMO MATERIÁL GENÉTICO, EL ADN PROPORCIONA UN PATRÓN que diríge tOdaS 



las actividades celulares y determina el plaň de desarrollo de los organis- 


mos multicelulares. Por lo tanto, entender la estructura genática y su fun- 
cíón resulta fundamental para obtener una visión de la biológia molecular de las 
células. El desarrollo de la clonación de genes ha supuesto un gran paso hacia 
estos objetívos, permitiendo a los científicos diseccionar genomas eucariotas 
complejos y probar las funciones de los genes eucarióticos. Los continuados 
avances en la tecnología recombinante del ADN nos conducen hasta el inquie- 
taňte momento de determínar las secuencias de genomas completos, acercán- 
donos a descifrar las bases genéticas del comportamiento celular. 

Tai y como se repasó en el Gapitulo 3, las aplicaciones iniciales del ADN 
recombinante estuvieron dírigidas al aíslamíento y anállsis de genes ándividua- 
les. Recientemente, se ha conseguido secuenciar genomas enteros —no sólo 
en bacterias y levaduras, sino también en los complejos genomas de plantas y 
anímales, incluyendo a humanos—. En la actualidad se conocen secuencias 
génicas completas de diversas bacterias, levaduras y genomas anímales proto- 
típicos “los del nemátodo C. elegans y el de la mosca de la fruta Drosophila 
mefanogaster—. También se han producidos progresos importantes en la de- 
terminación de la secuencia génica humana, cuyo final se espera en un futuro 
próximo. Las secuencias de estos genomas celulares completos aportan una 
ricafuente de ínformacion, incluyendo la identificación de muchos genes desco- 
nocídos hasta ahora, El resultado de estos proyectos de secuencíación de ge¬ 
nomas se espera que estimulen muchos ahos de investigación en la biológia 
molecular y celular, y tener un profundo cmpacto sobre nuestra comprensión y 
tratamiento de enfermedades humanas. 

Complejidad de los genomas de eucariotas 

Los genomas de la mayoría de los eucariotas son grandes y más complejos que 
los de procariotas (Fig. 4.1). El gran tamaňo de los genomas eucariotas no re¬ 
sulta sorprendente, puesto que uno debe esperar encontrar más genes en orga- 
nismos que son más complejos. Sín embargo, el tamaňo del genoma de mu¬ 
chos eucariotas no parece estar relacionado con la complejidad genática. Por 
ejemplo, los genomas de las salamandras y lirios contienen diez veces más 
cantídad de ADN que la encontrada en el genoma humano, y estos organismos 
no son díez veces más complejos que f os humanos. 
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Figúra 4. í 

Tamaňo del genoma. La varíedad de ta- 
maňos de los genomas de los grupos re- 
presentativos de organísmos se muestra 
en una escala fogarítmica. 
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Esía aparente paradoja se resolvio por ei descubrimrento de que los geno¬ 
mas de la mayoría de las células eucaríotas contienen no solo genes funciona- 
les sino también grandes cantidades de secuencias de ADN que no codifican 
proteínas. La diferencia de tamanos entre los genomas de la salamandra y del 
hombre refleja grandes cantidades de ADN no codifícante, en lugar de más 
genes, en el genoma de la salamandra. La presencía de grandes cantidades de 
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secuencias no codificantes es una propiedad universal de los genomas de los 
eucariotas complejos. Por tanto, el hecho de que el genoma humano es mil 
veces mayor en comparación con el de E. coli no solose debea un gran numero 
de genes. Se cree que el genoma humano contiene aproximadamente 100.000 
genes-alrededor de 25 veces más de los que contiene E. coli. Gran parte de la 
complejidad de los eucariotas humanos resulta de la abundancia de varios tipos 
diferentes de secuencias no codificantes, que constituyen la mayoria del ADN 
de las células eucariotas superiores. 

Intrones y exones 

En términos moleculares, un gen puede definirse como un segmento de ADN 
que se expresa para dar un producto funcional, que puede ser un ARN {p. ej„ 
ribosómico y transferente) o un polipéptido. Algunos ADN no codificantes en 
eucariotas representan largas secuencias de ADN que residen entre genes (se¬ 
cuencias espaciadoras). Sin embargo, también se encuentran grandes caníi- 
dades de ADN no codificante dentro de la mayoria de los genes eucariotas. 
Tales genes presentan una estructura dividida en la que los segmentos de se- 
cuencia codificante (llamados exones) están separados por secuencias no co¬ 
dificantes (secuencias intermedias, o intrones) (Fíg. 4.2). El gen completo se 
transcribe para producir una molécula larga de ARN en la que los intrones se 
han retirado mediante splicing o empalmes, por lo que solo los exones se en¬ 
cuentran incluidos en el ARNm. Aunque la mayoria no tienen una función cono- 
cida, representan una fracción sustancial de ADN en los genomas de los euca¬ 
riotas superiores. 

Los intrones se descubrieron porprimera vez en 1977, en los laboratorios de 
Phillip Sharp y Richard Roberts independientemente, durante el estudio de la 
replicación de los adenovirus en cuitivos de células humanas. Los adenovirus 
resultan ser un modelo útil para el estudio de la expresión génica, debido a que 
el genoma viral ocupa alrededor de 3,5 x 10 4 pares de bases y porque los 
ARNm de los adenovirus se producen a niveles muy altos en las células infecta- 
das. Uno de los métodos para describir los ARNm de los adenovirus consistió 
en determínar las localizaciones de los correspondientes genes virales median¬ 
te el examen de los hĺbridos de ARN-ADN en el microscopio electrónico. Debido 
a que los hĺbridos de ARN-ADN se distinguen de los ADN de una sóla hebra, es 
pošibte determínar las posiciones de los transchtos de ARN en una molécula de 
ADN. Sorprendentemente, tales experimentos revelaron que los ARNm de los 
adenovirus no hibrídan con una sóla región del ADN viral (Fig. 4.3). En su lugar, 
una sóla molécula de ARNm hĺbrida con diversas regiones separadas del geno¬ 
ma viral. Por tanto, el ARNm del adenovirus no corresponde a un transcrito 
ininterrumpido de la hebra molde de ADN: sino que el ARNm se compone de 
bloques distintos de secuencias que proceden de diferentes partes del ADN 
viral. Se demostró que esto se debía al splicing o empalme del ARN, que se 
discutirá en detaile en el Capítulo 6. 

ADN cromosómico 


Figúra 4.2 

Estructura de los genes eucariotas. La 

mayoria de los genes eucariotas contíenen 
segmentos de secuencias codificantes 
(exones) inlerrumpidas por secuencias no 
codíficadoras (intrones). Los exones e in¬ 
trones se transcribe n para producir un 
ARN transcrito primári o largo. Después los 
intrones s e desprenden mediante splicing 
o empalme paraformar el ARNm maduro. 
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Experimento clave 


Descubrimiento de los intrones 


Splicingo empalme de segmentos en el extremo 5' dei ARNm tardŕo 
del adenovirus 2 

Susan M, Berget Claire Moore, y Phíllip A. Sharp 

Massachusetts inštitúte of Technology, Cambridge, Massachusetts 
Proceedings of the National Academy of Science USA. Voiume 74. 1997\ pags. 3.171-3.175 


Contexto 

Anterior a Ja clonacíón moiecular, 
se sabía poco sobre la sŕntesis del 
ARNm en las células eucariotas, 
Sin embargo, estaba claro que el 
proceso era mueho más complejo 
en eucariotas que en bacterias. La 
sŕntesis de ARNm de eucariotas 
parece necesitar no solo ia 
transcripción, sino también 
reacciones de procesamiento que 
modifican la estructura de los 
transcritos primarios. Es más, los 
ARNm eucariotas parecían 
sintetizarse como transcritos 
primarios largos, localizados en el 
núcteo, que fuego son escindidos 
para dar lugar a moléculas de 
ARNm mucho más cortas que se 
exportan al dtoplasma. 

Estos pasos de! procesamiento 
se asumieron como los 
responsables de la eliminación de 
las secuencias de los extremos 5' y 
3 1 de los transcritos primarios. En 
ešte modelo, los ARNm embebídos 
dentro de los transcritos primarios 
largos estarían codifícados por 
secuencias de ADN no 
interrumpidas. Esta visión de los 
ARNm eucariotas cambió 
radicalmente cuando se descubrió 
el splicingo empalme, de forma 
independiente por Berget, Moore, y 
Sharp, y por louise Chow ľ Richard 
Geíinas, Tom Broker, y Richard 
Roberts (Una organäzación 
increíble de secuencía en los 
extremos 5 r del ARN mensajero del 
adenovirus 2, Celí 12: 1-8, 1977). 

Experimentos 

Ambos grupos de investigaeión que 
descubrieronel splicingo empalme 
utílizaron el adenovirus 2 para 
investígar fa sŕntesis dei ARNm en 
las células humanas. La mayor 
ventaja del virus es que 


proporciona un modelo que resulta 
mucho más símple que la céluía 
huésped. El ADN viral se puede 
atsiar directamente de las 
partículas vírales, los ARNm 
codificadores de las estructuras de 
proteínas virales están presentes 
en tal cantidad que pueden ser 
purifieados directamente de las 
células infectadas. Berget, Moore. 
y Sharp centraron sus 
experimentos en un ARNm 
abundante que codifica u n 
polipéptido viral estructural 
conocido como el hexon. 

Para mapear el ARNm del hexon 
en el genoma viral, se hibridó 
ARNm puro con ADN de 
adenovirus, y las moléculas 
hŕbridas se examinaron por 
microscopía óptica. Como se 
esperaba. el «cuerpo» de! ARNm 
del hexon formó hĺbridos con 
fragmentos de restriccíón del ADN 
del adenovirus que previamente se 
había mostrado que contenian e! 
gen del hexon Sorprendentemente, 
sin embargo, secuencias en el 
extremo 5’ del ARNm del hexon 
fallaron en la hlbridacíón con las 



secuencias de ADN adyacentes a 
aquellas codificadoras del «cuerpo» del 
mensaje, sugiriendo que el extremo 5 1 
del ARNm había surgido de secuencias 
locaiizadas en alguna otra parte del 
genoma viral. Esta posibilídad se probó 
mediante la hibridación del ARNm del 
hexon con un fragmento de restriccíón 
situado upstream del gen dei hexon. Los 
hĺbridos ARNm-ADN formados en ešte 
experimento desplegaron una compleja 
estructura en forma de lazo (véase 
Figúra). El «cuerpO” del ARNm formó 
una larga región hŕbrida con las 
secuencias de ADN del hexon 
previamente identificadas. 
Notablemente, el extremo 5 1 del ARNm 
del hexon hibridó con tres regiones 
upstream cortas de! ADN, que esfaban 
separadas entre eilas y del *<cuerpo» del 
mensajero por largos lazos de ADN de 
una sóla hebra. Las secuencias en el 
extremo 5' dei ARNm del hexon por 
tanto parecían estar transcritas por tres 
regiones separadas del genoma viral, 
que fueron empalmadas al *cuerpo» del 
ARNm durante el procesamiento de un 
transcrito primarío largo. 

Im paclo 

El descubrimiento de! splicing o 
empalme en eí ARNm del adenovirus 
estuvo seguido por experimentos 
similares con ARNm celulares, 
demostrando que los genes eucariotas 
tenían una estructura no esperada. En 



Micrografía electrónica y dibujo del ARNm del hexón hibrídado con el ADN del adenovirus. Los 
lazos de hebra única designados con A. B. y C corresponden a intrones. 
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Descubrimiento de los intrones (contínuación) 


lugar de ser continuas, sus 
secuencias codíficantes estaban 
interrumpitías por intrones, que se 
eliminaban de los transcritos 
primanos mediante empalme. 
Ahora se sabe que los intrones 
representan la mayoría del ADN de 
los genomas eucariotas, y su papel 
en la evofución y en la regulación 
de la expresión génica continua 
formando parte de una de las áreas 
de investigación más activa. El 
descubrimiento del splicing o 
empalme también estimuló el 
interés por el mecanismo de esta 
reacción inesperada en el 


procesamiento del ARN. Como se 
díscute en el Capítulo 6, estos 
estudíos no solo han arrojado luz 
sobre nuevos mecanismos de 
regulación génica; han revelado 
también nuevas actividades 
catalítícas del ARN y proporcionado 
evidencia crítica para sustentar la 
hipótesis de que la evolución más 
temprana estuvo basada en la 
autorreplicación de las moféculas 
de ARN. La inesperada estructura 
del ARNm de los adenovirus ha 
tenido por tanto un impacto 
esencial en diversas áreas de la 
bíología celular y molecular 
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Figúra 4.3 

Identificación de intrones en el ARNm 
del adenovirus. (A) El gen codificante 
del hexon adenovirus (una proteína es- 
íructural principál de la partícufa viral) se 
compone de cuatro exones, interrumpidos 
por tres intrones (B) Ešte dibujo ilustra a 
una micrografía electrónica de un hĺbrido 
hipotétíco entre ARNm del hexon y una 
porción del ADN del adenovirus. Los exo- 



Poco después del descubrimiento de los intrones en los adenovirus, se hi- 
cieron observaciones similares en genes clonados de células eucariotas. Por 
ejemplo, el análisis por microscopio electrónico de los hĺbridos de ARN-ADN y 
de las secuencias de nucleótidos siguientes de los ADN y ADNc clonados indicó 
que la región codificante del gen de la /ŕ-globina del ratón {que codifica la subu- 
nidad /í de la hemoglobína) está mterrumpída por dos intrones que se retiran del 
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Figúra 4 A 

Gen de ia // globina en el ratón. Ešte 
gen contiene dos intrones, que dividen a 
la región codifícadora en tres exones. El 
exon 1 codifica a los aminoácídos del 1 al 
30, el exon 2 codifica aminoácidos del 31 
al 104, y el exon 3 codifica a los amináci- 
dos del 105 al 146. Los exones 1 y 3 tam- 
bién contienen regiones no traducidas 
(UTR) en los extremos 5 1 y 3 r del ARNm, 
respectiva meňte. 


Exón 1 Intrón 1 Exón 2 fntrón 2 Exón 3 
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ARNm mediante empalme o splicing {Fig. 4.4). La estructura intrón-exón de 
muchos genes eucariotas es complicada, siendo la cantidad de ADN en las 
secuencias de los intrones con frecuencia más grandes que la de los exones. 
La secuencía del genoma humano indica que un gen humano promedío contie¬ 
ne aproxímadamente 9 exones, interrumpidos por 8 intrones y distribuido a lo 
largo de aproxímadamente 30,000 pares de bases (30 kiiobases, o kb) de ADN 
genómico. Generalmente los exones suman en torno a 2 kb, de modo que más 
del 90% de un gen humano promedio consiste en intrones. 

Los intrones estän presentes en la mayoría de los genes de los eucariotas 
complejos, aunque no son universales. Casi todos los genes de las histonas, 
por ejemplo, carecen de intrones, por lo que claramente los intrones no son 
necesarios para la función deí gen en las células eucariotas. Además, no se 
encuentran intrones en la mayoría de los genes de los eucariotas simples, como 
las levaduras. Por el contrario, los intrones están presentes en raros genes pro- 
cariotas. La presencia o ausencia de intrones no es por tanto una distinción 
absoluta entre los genes procariotas y eucariotas, aunque los intrones prevalez- 
can en los eucariotas superiores (plantas y animales), donde representan una 
cantidad susíancial del ADN genómico totaL 

La mayoría de los intrones no espeeífican la síntesis de un producto celular, 
aunque algunos sí codifican ARNs o proteínas funcionales. Sin embargo, los 
intrones juegan papeles importantes en el control de la expresión génica. Por 
ejemplo, la presencia de intrones permite que los exones de un gen se unan en 
distintäs combinaciones, resultando en la síntesis de distintas proteínas a partir 
del mtsmo gen. Ešte proceso, denominado procesamiento alternativo o spii- 
cing (Figúra 4,5), ocurre con frecuencia en los genes de eucariotas complejos, 
y se cree muy importante para la extensión del repertorio funcional de los 
30.000-40.000 genes del genoma humano. 

Además se cree que los intrones han jugado un papel importante en la evo¬ 
lúciám facilitando la recombinación entre regiones codificantes de proteína 
(exones) de distintos genes —un proceso conocido como arrastre de exones. 
Los exones con frecuencia codifican dominios de proteínas funcionales, de 
modo que la recombinación entre intrones de diferentes genes daria lugar a 
nuevos genes con nuevas combinaciones de secuencias codificantes de proteí¬ 
nas. Tal y como se predijo en la hípótesis, los estudios de secuenciación del 
ADN han demostrado que algunos genes son quimeras de exones derivados de 
otros vartos genes, y proporcionan evidencia directa de que se pueden formar 
nuevos genes mediante la recombinación de secuencias de intrones. 

El origen evolutivo de los intrones sigue siendo un terna controvertido. Una 
posibilidad es que los intrones estuviesen presentes en estadíos tempranos de 
la evolución, antes de la divergencia de las células procariotas y eucariotas. De 
acuerdocon esta htpótesis, los intrones desempenarían un papel importante en 
la unión iniciál entre las secuencias codificadoras de proteínas en los antepasa- 
dos de las células actuales. Los intrones se fueron perdiendo paulatinamente 
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ADN cromosómico 


Exón 1 Exón 2 Exon 3 Exón 4 Exón 5 Exón 6 




"i 


en la mayoría de los genes procariotas y en los eucariotas símples (p. ej M leva- 
duras) como respuesta a la selección evolutiva de la rápida replicación, io que 
condujo al esbozo de los genomas de estos organismos, Sin embargo, puesto 
que la rápida divísión celular no es una ventaja para los eucariotas superiores, 
los intrones se han retenido en sus genomas, Alternativamente, los intrones han 
podido surgir más tarde en la evolución como resultado de la inserción de se¬ 
cuencias de ADN en genes que se habían formado como secuencias codifica- 
doras de proteínas contínuas, El arrastre de exones entonces hubiera desem- 
peňado un papeí importante en la evolución de los genes en los eucariotas 
superiores pero no hubiera participado en la unión iniciál de las secuencias co- 
dificadoras de proteínas antes de la divergencia evolutiva de las células proca- 
riotas y eucariotas. 


Figúra 4.5 

Procesamiento alternatíve. El gan ilus- 
trado contiene sets exones, separados 
por cinco intrones, El procesamiento alter- 
nativo permlte que estos exones se unan 
en diferentes combinaciones, resultando 
en ta fornnación detres ARNm y proteínas 
diferentes a partir de u n solo tránscrito pri¬ 
má rio. 


Secuencias de ADN repetitivas 

Los intrones forman una contribución sustancial al gran tamaňo de los genomas 
de eucariotas superiores. En humanos, por ejemplo, los intrones forman aproxi- 
madamente el 25% de! ADN genómico total. Sin embargo, una porción incluso 
mayor del genoma de los eucariotas complejos consisíe en secuencias alta- 
mente repetidas de ADN no codificante, Estas secuencias, algunas veces pre- 
sentes en cíentos de miles de copias por genoma, fueron demostradas por pn- 
mera vez por Roy Britten y Dávid Kohne mientras estudiaban los valores de 
reasociación de fragmentos desnaturalizados de ADN celular (Fig. 4.6), Las 
hebras desnaturalizadas de ADN hibridan unas con otras {se reasocian), vol- 
viendo aformar moléculas de doble hebra (véase Fig. 3.25). Puesto que la rea¬ 
sociación de ADN es una reacción bimolecular (dos hebras separadas de ADN 
desnaturalizado deben colisionar entre ellas para hibridar), la velocidad de rea¬ 
sociación depende de la concentración de hebras de ADN. Cuando se desnatu- 
ralizaron fragmentos de ADN de E. coli y se permitió que hibridaran entre ellos, 
todo el ADN se reasoció a la misma velocidad, tal y como se esperaría si cada 
secuencia de ADN estuviera representada una sóla vez por genoma. Sin erru 
bargo, la reasociación de fragmentos de ADN extraídos de células de mami- 
feros mostraron un patrón muy diferente. Aproximadamente el 50% de los 
fragmentos de ADN se reasoció a una velocidad calculada para secuencias 
presentes una sóla vez por genoma. pero el reste se reasoció mucho más rápi- 
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Figúra 4.6 

Identificación de secuencias repetitívas medíante rea¬ 
sociación del ADN, La cinética de ía reasociación de los 
fragmentos de ADN de E. coliy bovino se tlustran como 
una función de C Q t , que es la concentración iniciál de ADN 
multiplicadaporel tiempode íncubación. Et ADN de E, cofi 
se reasocia en una proporción uniforme, de acuerdo con 
que cada fragmento se representa una vez en un genoma 
de 4,7 x 10 6 pares de bases. Por ef contrario, los fragmen¬ 
to s de ADN bovino muestran dos pasos diferenfes en su 
reasociación. Alrededor del 60% de los fragmentos (las 
secuencias no repetitívas) se reasocia más lentamente 
que el ADN de E. coli, tal y como se esperaba para las 
secuencias representadascomo únicas copias en el geno¬ 
ma bovino (3 x 10 9 pares de bases), Sin embargo, el otro 
40% de los fragmentos del ADN bovino (las secuencias 
repetitívas) se reasocia más rápidamente que el ADN de 
E. cofi indicando la presencia de múítíptes copias de estas 
secuencias, 

C 0 ŕ{A4x sec) 

do de lo esperado. La interpretación de estos resultados fue que algunas se¬ 
cuencias estaban presentes en múltiples copias y por tanto reasociaban más 
rápidamente que aquellas secuencias que estaban representadas una sóla vez 
por genoma. En particular, estos experimentos indicaron que aproximadamente 
e! 50% del ADN de ma m íf e ros consíste en secuencias altamente repetitívas, 
algunas de las cuales se repiten de 10 5 a 10 6 veces. 

Un mayor análisis, culminando en la secuencíacíón de genomas completos, 
ha identificado varíos tipos de estas secuencias altamente repetídas (Tabla 4,1). 
Una clase (denomínada repetíciones de secuencias sencillas) consiste en re- 
peticiones en tandem de hasta miles de copias de secuencias cortas, que varían 
desde 1 hasta 500 nucíeótidos, Por ejemplo, un tipo de repeticion de secuencia 
sencilla en Drosophila consiste en repetíciones en tandem de una unidad de siete 
nucleótidos ACAAACT, Gracias a su composición de bases característica, mu- 
chos ADN de secuencia sencilla pueden ser separados de! resto de ADN genómi- 
co mediante la centrifugación de equilibrio en gradientes de densidad de CsCL La 
densidad del ADN está determínada por su composición de bases, donde las 
secuencias ricas en pares AT son menos densas que las secuencias rícas en 
pares GC. Asŕ, un ADN de secuencia sencilla rico en AT bandea en un gradiente 
de CsGI a una densidad ínferíor que el resto del ADN genómico de Drosophila 
(Fíg. 4.7). Ya que estas secuencias repetídas de ADN bandean como < c satélites» 
separados de la banda principál de ADN, a menudo se denominan ADNs sateli¬ 
te. Estas secuencias está repetidas míllones de veces por genoma, constituyen- 
do aproximadamente el 10% del ADN de la mayoría de los eucariotas superiores. 
Los ADN de secuencia sencilla no se transcriben y no proporcionan información 
genética funcíonal. Algunos, sin embargo, representan papeles importantes en la 
estructura cromosómica, como se estudia en la siguiente sección de ešte capítulo. 



TABLA 4.1. Secuencias repetitívas en el genoma humano 


Tipo de secuencia 

Numero de copias 

Fraccíón del genoma 

Repetíciones de secuencia sencilla** 

>1.000.000 

-10% 

Ret rotran s posones 

UNES 

850.000 

21% 

SINEs 

1.500.000 

13% 

Elementos de tipo retrovirus 

450.000 

8% 

Transposones de ADN 

300.000 

3% 


b El conlenido de repetíciones de secuencia sencilla se estima a partk de la fracdón de heterocromatína presente 
en el genoma humano. 
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Otras secuencias repetitivas de ADN se encuentran dispersas a través del 
genoma en iugar de agrupadas en repetidones en tandem. Estos elementos 
repetitivos dispersos son un contribuyente muy importante para el tamaňo del 
genoma, constituyendo aproximadamente el 45% del ADN genómico humano, 
Las dos clases más predominantes de estas secuencias se denominan SINEs 
(short interspersed efemenfs) y LINEs (long interspersed eíements). Los SINEs 
poseen una longitud de 100 a 300 pares de bases, Unas 1,5 miilones de estas 
secuencias se encuentran dispersadas a través del genoma, constituyendo 
aproximadamente un 13% del ADN humano total. Aunque tos SINEs se trans- 
criben a ARN, no codifican proteínas y su íunción es desconocída. Los LINEs 
humanos principales poseen una longitud de 6-8 kb, aunque muchas de las 
secuencias repetídas derivadas de LINEs son más cortas, con un tamaňo apro- 
ximado de 1 kb. Existen aproximadamente 850.000 repetidones de secuencias 
LINEs en el genoma, constituyendo el 21% del ADN humano. Los LINEs se 
transcriben y al menos algunos de ellos codifican para proteínas, pero al igual 
que los SINEs, no poseen una fundón conocida en la fisiología celular. 

Tanto las secuencias SINEs como LINEs son ejemplos de elementos trans- 
ponibles, que son capaces de moverse a puntos distintos en el ADN genómico. 
Tal y como se describe en detaile en el Capítulo 5 t tanfo las secuencias SINEs 
como LINEs son retrotransposones, lo que sígnifica que su transposición está 
mediada por la transcripción inversa (Fig. 4.8),Un ARN copia de una secuencia 
SINE o LINE es convertido en ADN por la transcriptasa inversa en eí interior 
celular, y la nueva copia de ADN se integra en un nuevo punto del genoma. Una 
tercera clase de secuencias repetitivas dispersas, que se asemejan fuertemen- 
te a fos retrovírus se denominan elementos semejantes a retrovirus, tambíén 
se mueven dentro del genoma por transcripción inversa. Los elementos seme¬ 
jantes a retrovirus humanos varían desde aproximadamente 2-10 kb de longi¬ 
tud. Existen aproximadamente 450.000 elementos semejantes a retrovirus en el 
genoma humano, lo que constítuye aproximadamente un 8% de ADN humano. 
Por e! contrario. la cuarta clase de elementos repetitivos dispersos (transposo- 
nes de ADN) se mueven por el genoma siendo copiados y reinsertados como 
secuencias de ADN, en Iugar de moverse mediante transcripción inversa. En el 
genoma humano existen unas 300,000 copias de transposones de ADN t varian- 
do desde 80 a 3.000 pares de bases de longitud y constituyendo aproximada¬ 
mente u n 3% del ADN humano. 

Asi, práctícamente la mitad del genoma humano consiste en elementos repe¬ 
titivos dispersos que se han replicado y movido a través del genoma a través de 
intermediarios de ARN o ADN. Merece la pena notár que la gran mayoría de 



Figúra 4.7 

ADN satelite. La centri f u gaci ón de eq u i I i ■- 
brio dei ADN de Drosophilae n un gradien¬ 
te d e CsCl separa los ADN satélites (de- 
signados MV) con densidades en el 
gradiente (en g/cm 3 ) de 1,672, 1 t 687, y 
1,705 de ia banda principál del ADN genó- 
mico (con una densidad en el gradiente de 
1,701). 
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Figúra 4 .8 

Wlovimíento de retrotransposones 

U n retrotransposón presente en un punto 
del ADN cromosómico se transcribe en 
ARN, y a conlinuaeión es convertido de 
nuevo en ADN mediante transcripción in¬ 
versa. El retrotransposón de ADN puede a 
continuación íntegrarse en un nuevo pun- 
to cromosómico. 


























148 • Sección II • Flujo de fa información genética 


estos elementos se transponen a través de íntermediarios de ARN, de modo que 
la transcripción inversa ha sido responsable de la generación de más del 40% del 
genoma humano. Algunas de estas secuenclas pueden ayudar en la regulacidn 
de ta expresión génica, pero la mayoría de las secuencias repetitivas dispersas 
no parecen hacer una contribucíón útil a la célula. Por el contrario, parecen repre- 
sentar los «elementos de ADN egoístas» que han sido seleccionados por su pro- 
pia capacidad de replicacion dentro del genoma. en lugar de proporcionar una 
ventaja selectiva a su huésped. En algunos casos T sin embargo, los elementos 
transponibles han jugado un papel evolutivo importante, estimulando los reorde- 
namientos genéticos y contribuyendo a ta generación de la diversidad genética. 

Duplicación génica 1 / pseudogenes 

Otro de los factores que favorecen al gran tamaňo de los genomas eucariotas 
es que algunos genes están presentes en múltiples copías, algunas de las cua- 
les frecuentemente son afuncionales. En algunos casos, múltiples copias de 
genes son necesarias para producir ARNs o proteínas requeridas en grandes 
cantídades, como los ARNs ribosómicos o las histonas. En otros casos, rniem- 
bros concretos de un grupo de genes relacionados (denominado una família 
génica) pueden ser transcritos en diferentes tejidos o en diferentes etapas del 
desarrollo. Por ejemplo, las subunidades 2 y /í de la hemoglobina se encuentran 
codifícadas por familias de genes en el genoma humano, con diferentes míem- 
bros de esa família expresados en el tejido embrionario, fetal, y tejidos adultos 
(Fig. 4.9), Los miembros de muchas familias de genes (p. ej., los genes de la 
globina) se agrupan en una región del ADN; los miembros de otras familias 
están díspersos en cromosomas diferentes. 

Las familias de genes se cree que han surgido de la duplicación de un gen 
ancestral originál, divergiendo los diferentes miembros de una família como 
consecuencia de mutaciones durante la evolución. Tal divergencia puede de- 
sembocar en la evolución de proteínas relacionadas capaces de fundonar en 
tejidos diferentes o en diferentes etapas del desarrollo, Por ejemplo, las globL 
nas fetales presentan una mayor afinidad para el 0 2 que las globinas adulías 
—una diferencia que permite al feto obtener 0 2 de la circulación materna. 

Como cabría esperar, sin embargo, no todas las mutaciones favorecen la 
función de! gen. Algunas copias genéticas presentan mutaciones sustanciales 
que ocasionan la pérdida de la capacidad para producir un producto genético 
funcionaL Por ejemplo, las familias de genes humanos de la 2 y jl globina contie- 
nen dos genes que han sido desactivados por mutaciones. Tafes copias genétí- 
cas no funcionales {llamados pseudogenes) representan reliquias evolutivas 
que aumentan considerablemente el tamaňo de los genomas eucariotas sin ha¬ 
cer ninguna contribucíón genética funcional 

Las duplicaciones génicas pueden surgir por dos mecanismos diferentes. La 
primera es la duplicación de un segmento de ADN, que puede resultar en la 
transferencia de un bloque de ADN a una nueva localización en el genoma. Se 
estima que dichas duplicaciones de segmentos de ADN de entre 1 kb y más de 


Figúra 4.9 

Familias del gen de la globina. Los 

miembros de las familias de los genes hu¬ 
manos de la y y jí globina se agrupan en 
los cromosomas 16 y 11. respectrvamen- 
te. Cada família contiene genes que se 
expresan específicamente en los tejidos 
embrionario. fetal y adulto, además de las 
copias de genes no funcionales (pseudo¬ 
genes). 
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Figúra 4.10 

Formación de un pseudogén procesa- 

do. Un gen es transcrito y procesado para 
dar lugar a un ARNm del cual se han elimi- 
nado los intrones, El ARNm es copiado 
mediante transcripción inversa, dando lu- 
gar a una copia de ADN c carecientede in¬ 
trones. La integración en el ADN cromo- 
sómiGG resulta en la formactón de un 
pseudogén procesado. 


50 kb, forman aproximadamente el 5% del genoma humano. Por otro lado, los 
genes pueden duplícarse mediante transcripción inversa de un ARNm, seguido 
de integración de la copia de ADNc en un nuevo punto cromosómico (Fig. 4.10). 
Ešte modo de duplicación génica, análogo a la transposición de elementos re- 
petitivos a través de intermediarios de ARN, resulta en la formación de copias 
genéticas que carecen de intrones y que carecen también de las secuencias 
cromosómicas normales que dirigen la transcripción de un gen en ARNm, 
Como resuitado, la duplicación de un gen por transcripción inversa generalmen- 
te da lugar a una copia génica inactiva denominada pseudogén procesado, 
Se estima que existen varios miles de pseudogenes procesados en el genoma 
humano. 

Composición del genoma en los eucariotas superiores 

Una vez vistos varios tipos de ADN no codificante que contríbuyen a la compleji- 
dad genómica de los eucariotas superiores, es de interés revisar la composición 
de los genomas celulares. En los genomas bacterianos, la mayor parte del ADN 
codifica proteínas. Por ejemplo, el genoma de E cofi es aproximadamente de 
unas 4,6 x 10 e pares de bases de longítud y contiene unos 4.000 genes, donde 
casi un 90% del ADN son secuencias codificantes para proteínas, El genoma de 
levaduras, que consiste en 12 x 10 6 pares de bases, posee un tamaňo 2,5 ve- 
ces el de E. coli , pero sigue siendo extremadamente compacto. Sólo e! 4% de 
los genes de Sacc/7aromycescerei//s/aecontienen intrones, y normalmente és- 
tos sólo poseen un pequeňo intrón cerca dei comienzo de la secuencia codifi¬ 
cante. Aproximadamente un 70% del genoma de levaduras se empfea en se¬ 
cuencias codificantes de proteínas, especifícando un totai de aproximadamente 
6,000 proteínas. 

Los genomas animales relativamente sencillos de C. eíegans y Drosophila 
son unas 10 veces más grandes que e! genoma de levaduras, pero contienen 
sólo 2-3 veces más genes. Por el contrario, estos genomas animales sencillos 
contienen más intrones y más secuencias repetitivas, de modo que las secuen¬ 
cias codificantes de proteínas corresponden sólo al 25% del genoma de C. e/e- 
gans y un 13% del genoma de Drosophila. El genoma de la planta modelo Ara- 
bidopsis contiene u n numero simiíar de genes, donde aproximadamente u n 
26% del genoma corresponde a secuencias codificantes de proteínas. 

Los genomas de animales superiores {como el humano) son aproximada¬ 
mente 20-30 veces más grandes que los de C , olegans y Drosophiia. Sin embar¬ 
go, una gran sorpresa obtenida al descifrar la secuencia del genoma humano, 
fue el descubrimíento de que el genoma humano sólo contiene aproximada¬ 
mente de 30.000 a 40.000 genes Husto el dobledel número de genes presente 
en el genoma de C. elegans o Drosophila — Parece que sólo del 1 al 1,5% del 
genoma humano consiste en secuencias codificantes de proteína. Aproximada¬ 
mente el 25% del genoma consiste en intrones, y más del 60% está compuesto 
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por varios tipos de secuencias de ADN repetitivo y duplicado, donde el resto 
eslá compuesto por pseudogenes, secuencias espaciadoras no repetitivas en- 
tre genes y secuencias de exones que están presentes en los extremos 5’ y 3' 
de los ARNm pero que no se traducen en proteínas. El aumento del tamaňo de 
los genomas de los eucariotas superiores, por lo tanto. se debe mucho más a la 
presencia de grandes cantidades de secuencias repetitivas e intrones, que al 
íncremento del numero de genes. 

Cromosomas y cromatina 

No sólo los genomas de la mayoría de los eucariotas son más complejos que los 
de los procariotas, sino que el ADN de las células eucariotas se encuentra organí- 
zado de forma diferente al de las células procariotas. Los genomas de los proca- 
riotas los contienen cromosomas únicos, que nortmafmeňte son moléculas de 
ADN círculares. Por el contrario, los genomas de los eucariotas están compues- 
tos por múltiples cromosomas, cada uno de los cuales contiene una molécula de 
ADN linear. Aunque el numero y el tamaňo de los cromosomas vaňa considera- 
blemente entre las especies (Tabla 4.2) t su estructura básica es la misma en 
todos los eucariotas. El ADN de las células eucariotas está fuertemente unido a 
unas pequeňas proteínas básicas (histonas) que empaquetan el ADN de manera 
ordenada en el núcleo de la célula. Esta característica resulta primordiaL y se da 
en el ADN de la mayoría de los eucariotas. Por ejemplo, la longitud total extendida 
del ADN en una célula humana es de unos 2 m, pero ešte ADN debe caber en un 
núcleo con un diametra de tan solo de 5 a 10 /im. 

Cromatina 

Los complejos entre el ADN eucariótico y las proteínas forman la cromatina, 
que contiene alrededor del doble de proteína que de ADN. Las proteínas princí- 
pales en la cromatina son las histonas -—pequeňas proteínas que contienen 
una gran proporción de aminoácidos básicos (arginina y lisina) que facilitan la 
unión con la molécula de ADN cargada negativamente— Existen 5 tipos impor- 
tantes de histonas —llamadas Hl, H2A, H2S, H3, y H4— que resultan muy 
similares entre las diferentes especies eucariotas (Tabla 4.3). Las histonas son 


TABLA 4,2, Número de cromosomas en las células eucariotas 


Organismo 

Tamaňo del 
genoma (Mb) a 

Número^ de 
cromosomas 

Levadura 

12 

16 

( Saccbaromyces cerevisfse) 

M oho del lodo (Dyciiostefium) 

70 

7 

Arabidopsis thaliana 

125 

5 

M ah 

5,000 

to 

Cebofia 

15.000 

8 

Uno 

50.000 

12 

Nemátodo 

97 

6 

(Caenorhabditis etegans) 

Wosca de la f ruta (Drosophiíá) 

180 

4 

Sapo {Xenopus laevis) 

3.000 

18 

Pez pulmón 

50.000 

17 

Pollo 

1,200 

39 

Ratón 

3.000 

20 

Vaca 

3.000 

30 

Perro 

3,000 

39 

Humano 

3.000 

23 


ll Tanto el tameno del genoma como el numero de cromosomas son para células haplaides. 
Mb = mílksnes de psres de bases, 
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TABLA 4.3. Principales proteínas de las histonas 


Histona 3 

Peso 

molecular 

Numero de 
aminoácidos 

Poreentaje de 
lisina + arginina 

Hl 

22.500 

244 

30,8 

H2A 

13,960 

129 

20,2 

H2B 

13.774 

125 

22,4 

H3 

15.273 

135 

22,9 

H4 

11.236 

102 

24,5 


" Datos para ias histonas de conejo (Ml) y bovino 


tremendamente abundantes en las células eucariotas; su masa íotal resulta 
aproximadamente igual al ADN de la célula, Además, la cromatina contíene 
aproxi madam ente u na masa igual de u na variedad de proteínas cromosómicas 
djferentes a las histonas, Existen mas de un millar de tipos diferentes de estas 
proteínas, que están implicadas múltiples actívídades, incluyendo la replicacion 
de! ADN y la expresión génica. 

La unidad básica estructural de la cromatina, el nucleosoma, fue descrito 
por Roger Kornberg en 1974 (Fíg. 44 1), Kornberg propuso el modelo de nu- 
cieosoma de acuerdo con dos tipos de expertmentos. Primero, la dígestión par- 
dal de la cromatina con la nucieasa micrococal (una enzima que degrada el 
ADN) produjo fragmentos de ADN con una longitud de 200 pares de bases. Por 
el contrario, una digestión similar de ADN desnudo (no asociado a proteí- 
nas)produjo una mancha continua de fragmentos de diferentes tamaňos. Estos 
resultados sugirieron que la unión de las proteínas al ADN en la cromatina pro- 
tege algunas regiones del ADN de la digestión por la nucieasa, de manera que 
la enzima puede atacar al ADN solamente en lugares separados por aproxima- 



História Hl 


Interval os d e 200 
pares d e base s 


50 nm 


Partícula centrál 
del nucleosoma 


ADN enlace o finker 


Proteŕna no 


Figúra 4 « f 1 

Organización de la cromatina en nu- 
cleosomas. (A) El ADN se envuelvealre- 
dedor de las histonas en ias partículas 
centrales o core del nucleosoma y es su- 
jetado por la histona Hl. Las proteínas no 
histonas se unen al ADN de enlace o fin¬ 
ker entre los nucleosomas y las partículas 
centrales, (8) Gel de eiectroforesís de 
fragmentos de ADN obtenídos de la diges¬ 
tión parciel de la cromatina con la nuciea¬ 
sa micrococaL El ADN de enlace entre las 
partículas centrales o core del nucleoso¬ 
ma es especíalmente senslble. por lo que 
la digestión limitada de la cromatina pro- 
duce fragmentos correspondŕentes a múl- 
tiplos de 200 pares de bases. (G) Una mi- 
crografía electrónica de una fibra de 
cromatina extendida. ilustrando su apa- 
riencia de collar de cuentas. (B, cortesía 
de Roger Kornberg, Stanford University; 
C; cortesía de Ada L. Olins y Donald E. 
Olins, Oak Ridge National Laboratory.) 
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Figúra 4.12 

Estructura de u n cromatosoma. (A) La partícula centrál o core del nudeosoma consta de 
146 pares de bases de ADN envuelto 1,65 vueltas alrededor de un octamero de histonas 
que consta de tíos moléculas de cada H2A, H2B, H3, y H4. U n cromatosoma contiene dos 
vueltas completas de ADN (166 pares de bases) sujetas por una molécula de H1. (B) M ode¬ 
lo de una partícula centra! o core del nudeosoma, Las cadenas de ADN se muestran en 
marrón y en turquesa. Las histonas se muestran en azul (H3), verde (H4), amarillo (H2A), y 
rojo (H2B). (B, de K Luger et al., 1997. Náture 389: 251,) 


damente 200 pares de bases. De acuerdo con esta idea, la microscopía electró- 
nica reveló que las fibras de cromatinatienen una apariencia de collar de cuen- 
tas, con las cuentas separadas a íntervalos de unas 200 pares de bases. Por 
tanto, la digestión por la nucleasa y los estudios por microscopía electróníca 
sugirieron que la cromatina está compuesta por unidades que se repiten cada 
200 pares de bases, que fueron llamadas nucleosomas. 

Una digestión más extensa de la cromatina con la nucleasa micrococal produ- 
cía partícufas (llamadas partículas centrales o cores del nudeosoma) que 
correspondían a las cuentas visibles por mieroscopia electróníca. Un análisis de- 
tallado de estas partículas demostró que contienen 146 pares de bases de ADN 
enrolladas 1,65 veces alrededor del centro de histonas formado por dos moléculas 
de H2A, H2B, H3 f y H4 (las histonas del centro) (Fig. 4,12). Una molécula de la 
quinta histona, Hl, se encuentra unida al ADN cuando entra en una parlícula cen¬ 
tra! o core del nudeosoma. Esto forma una subunídad de cromatina llamada cro- 
matosama. que esta compuesto por 166 pares de bases de ADN envuelto alre¬ 
dedor del centro de histonas y sujeto en su lugar por Hl (una histona de enlace). 

E1 empaquetamiento del ADN con histonas produce una íibra de cromatina 
aproximadamente de 10 nm de diámetro y compuesta por cromatosomas sepa- 
rados por segmentos de enlace o íinker de ADN de unas 80 pares de bases de 
longitud (Fig. 4,13), En el microscopio eleetrónico, esta fibra de 10 nm presenta 
la apariencia de collar de cuentas que sugiere el modelo del nudeosoma. Em- 
paquetar el ADN en una fibra de cromatina de 10 nm reduce su longitud aproxi¬ 
madamente seis veces. La cromatina se puede condensar aún más enrollándo- 
la en fibras de 30 nm, estructura que aún no se ha conseguido determinar, Las 


Figúra 4.13 

Fibras de cromatina. El empaquetamiento del ADN en los nucleosomas produce una fibra 
de cromatina de aproximadamente 10 nm de diámetro. La cromatina se condensa aún más 
enrollándose en una fibra de 30 nm de diámetro, con unos seis nucleosomas por vuelta, 
(Fotograffas cortesía de Ada L. Olins y Donafd E Glins, Gak Ridge National Laboratory.) 
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Figúra 4.14 

Cromatina en la interfase. Micrografía 
electrómca de un núdeo en interfase. La 
eucromatina se distrifouye por el núcleo. 
La beterocromatina se indíca con los trián- 
gulos y el nucléolo con u na flecha. (Corte- 
sŕa de Ada L. Olins y Donald E, Olins, Oak 
Ridge National Laboratory.) 


interacciones con las histonas Hl parece ser que desempeňan un importante 
papel en esta etapa de la condensación de la cromatina. 

La duración de la condensación de la cromatina varia según el ciclo de la 
vída de la céluta. En células en interfase (sin dividirse), la mayoría de la cromati¬ 
na (llamada eucromatina) se encuentra refatívamente sin condensar y dístrí- 
buida por todo el núcleo (Fig. 4,14). Durante ešte perióda del cicto celuiar, los 
genes se transcriben y el ADN se replica como preparación para la división* La 
mayoría de la eucromatina en los núcleos en interfase parece presentarse en 
forma de fibras de 30 nm, organizadas en grandes lazos que contienen aproxi- 
madamente de 50 a 100 kb de ADN. Alrededor del 10% de la eucromatina. que 
contíene los genes que son transcritos activamente, se encuentra en un estado 
menos condensado (formación en 10 nm) lo que permite la transcripción. La 
estructura de la cromatina esta por tanto unída al control de la expresičn génica 
en los eucariotas, tal y como se discutirá en el Capítulo 6. 

Al eontrarío de la eucromatina, alrededor del 10% de la cromatina de la 
interfase (llamada heterocromatma) se encuentra en un estado muy conden¬ 
sado que recuerda a la cromatina de las células que llevan a cabo la mitosis. La 
heterocromatina es transcrĺpcionatmente inactíva y contiene secuencias de ADN 
altamente repetitívas, como aquellas presentes en los centrómeros y telómeros. 

Cuando la célula entra en mitosís, sus cromosomas se condensan para poder 
ser distribuidos a las células bíjaš. Los lazos de fibras de cromatina de 30 nm se 
cree que se doblan sobre sí mismos para forma r los cromosomas compactos de 
la metafase de tas células mitóticas, en las que e! ADN se ha condensado cerca 
de 10,000 veces (Fíg. 4.15). Esta cromatina condensada no puede ser utílizada 
como molde para la síntesís de ARN, asi que la transcripción cesa durante la 


Figúra 4.15 

Condensación de la cromatina durante la mitosis. Micrografŕa electrónica de barrido 
de cromosomas de metafase. Aňadido color artificiaL (Biophoto Associates/Photo 
Researchers, Inc.) 
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Andamio Lazos de ADN 
de proteínas 


Figúra 4.16 

Estructura de los cromosomas de la metafase, llna micrografía electrónica de lazos 
de ADN unidos al andamio de proteína de los cromosomas en metafase que han sido 
liberados de las histonas. (De J. R. Paulson y U. K. laemmli, 1977. Celí 12: 817.) 


mitosis. Las micrografŕas electrónicas indican que el ADN en los cromosomas de 
la metafase estä organizado en grandes tazos unidos a un andamio o escalón de 
proteínas (Fig. 4.16), aunque todavŕa no se ha llegado a entender con detaile la 
estructura de la cromatina condensada ní el mecanismo de condensación de ésta. 

Los cromosomas de la metafase se encuentran en un estado de concentra- 
ción muy alto, tanto que su morfología puede ser estudtada a través del micros- 
copio óptico (Fig, 4,17). Las diferentes técnicas de tinción proporcionan patro- 
nes característícos de bandas cromosómícas luminosas y oscuras, como 
resultado de la unión preferente de los tintes fluorescentes o de manchas a las 
secuencias de ADN ricas en AT en lugar de las secuencías ricas en GC. Estas 
son específicas para cada cromosoma y parecen representar diferentes regio- 
nes de los cromosomas. Los genes pueden ser localizados en bandas cromo- 
sómicas específicas medíante hibrídación in situ , indicando que el empaqueta- 
míento del ADN en los cromosomas de la metafase es un proceso con un 
ríguroso orden y de ca ráčte r reproducible. 

Centrómeros 


El centrómero es una región especializada del cromosoma cuyo papel es ase- 
gurar la correcta distribucíón de los cromosomas duplícados a las células hijas 
durante la mitosis (Fig. 4.18), El ADN celular se duplíca durante la ínterfase, 
resultando la formación de dos copías de cada cromosoma antes de que co~ 
mience la mitosis. Cuando la célula entra en mitosis, la condensación de la 
cromatina conduce a la formación de los cromosomas de la metafase que con- 
sisten en dos cromátidas hermanas idéntícas. Estas cromátidas hermanas se 


Figúra 4.17 

Cromosomas humanos en metafase, Una micrografía de cromosomas humanos exlen 
didos a partir de una célula en metafase. (Leonard Lessin/Peter Arnold, Inc.) 
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Se forman dos 
células hijas po r 
división ceiuiar. 


Metafase 


Cromátídas hermanas 


Centrómero 
Fibras del buso 
Centrosoma 


Anafase 


Profase 


Cromatina 

descondensada 


Telofase 


En la metafase, los cromosomas 
aítamente condensados consisten de 
dos copías idénticas (cromátidas 
hermanas) unidas por el centrómero. 
Las fibras de! huso mitótico se unen al 
centrómero. 


Durante la etapa ť i na! d e la 
mitosis (telotase), las membrána s 
nucleares se reforma n y los 
cromosomas se descondensan. 


En ta pri mera etapa de 
la mitosis (profase), los 
cromosomas se 
condensan y se 
mueven al centro de 
fia célula. 


Interfase 


En la anafase, las 
cromátidas hermanas 
se separan y se 
mueven a los pol os 
opuestos de la célula. 


Figúra 4.18 

Cromosomas durante la mitosis. Pues- 
to que el ADN se repiica durante la interfa¬ 
se; la célula contiene dos copias duplica- 
das idénticas de cada cromosoma antes 
de entrar en mitosis. 


mantienen unidas por el centrómero, el cual se considera como una región cro* 
mosomica compaeta. Una vez iníciada la mitosis, los microtúbulos del huso mi* 
tótico se adhieren al centrómero, y las dos cromátidas hermanas se separan y 
se dirigen a los polos opuestos del huso. Al fínal de la mitosis, las membranas 
nucleares se restablecen y los cromosomas se descondensan, resultando la 
formacíón de los núcleos de las células hermanas que conlíenen una copia de 
cada cromosoma parental. 

Los centrómeros, por tanto T sirven como sitios de asociación de las cromáti¬ 
das hermanas y como sittos de unión para los microtúbulos del huso mitótico. 
Son secuencias específicas de ADN a las que se unen numerosas proteínas de 
unión asociadas a los centrómeros, formando una estructura llamada cínetoco- 
ro (Fíg 4.19). La unión de los microtúbulos a las proteínas del cinetocoro dirige 
la unión de los cromosomas al huso mitótico. Las proteínas asociadas at cineto¬ 
coro actúan como «motores moleculares» que conducen el movimiento de los 
cromosomas a lo largo de las fibras del huso, segregando los cromosomas a los 
núcleos de las células hijas. 

Las mejores secuencias de ADN centroméricas han sido deseritas en leva- 
duras, donde su función puede probarse siguiendo la segregación de los plás- 
mídos en mitosis (Fig. 4.20). Los plásmidos que contienen centrómeros funcio- 
na j es se segregan como los cromosomas y se distribuyen de igual forma a las 
células hijas una vez terminada la mitosis. En ausencia de un centrómero fun- 
cional, sin embargo, el plásmido no se segrega adecuadamenfe, y muchas cé¬ 
lulas hijas no heredan ei ADN del plásmido. Los ensayos de ešte tipo han permi- 
tido detemninar las secuencias necesarias para la función del centrómero. Ešte 
tipo de experimentos mostraron por prtmera vez que las secuencias de los cen¬ 
trómeros de la levadura Saccharomyces cerevisiae se encuentran aproxímada- 
mente en 125 pares de bases divididas en tres elementos de secuencia: dos 



Figúra 4.19 

Centrómero en cromosomas de 
metafase. El centrómero es la región por 
donde las dos cromátidas hermanas 
siguen unidas en la metafase. Proteínas 
específicas se unen al ADN centromérico, 
formando el cinetocoro, que es el lugar de 
anclaje de las fibras del huso. 
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Plásmidos 
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Figúra 4.20 

Ensayo de un centrómero en 
levaduras. Am bo s plásmidos contienen 
u n marcador (LEUZ) y secuencias de 
ADN que sirven como orígenes de 
replicación en levaduras (ARS, que 
stgnifica secuencia d e replicación 
autónoma), Sin embargo, e! plásmido I 
carece de un centrómero y por lo tanto se 
pi srde con frecuencia como resultado de 
una segregacion errónea durante la 
mitosis. Por el contrario, la presenda de 
un centrómero (CEN) en el plásmido II 
asegura su transmisión regular a las 
céiulas hijas. 


secuencias cortas de 8 a 25 pares de bases separadas por 78-86 pares de 
bases de u n ADN muy rico en AT (Fig, 4.21 A), 

Las secuencias cortas de los centrómeros definidas en S. cerevisiae , no 
obstaňte, no parecen reflejar la situación en otros eucariotas. Estudios más 
recientes han definido los centrómeros de la levadura de fisión Schizosaccha- 
romyces pombe mediante un método funcional simílar. Aunque S, cerevisiae y 
S, pombe son levaduras, parecen ser muy divergentes la una de la otra y muy 
diferentes en muchos aspectos de su biológia celular. Estas dos especies de 
levaduras proporcíonan modelos complementarios para el estudio de céiulas 
eucaríotas simples y de fácil estudio. Los centrómeros de S. pombe se extien- 
den de 40 a 100 kb de ADN; son aproximadamente mil veces más largos que 
los de S, cerevisiae. Se componen de un centro de 4 a 7 kb de una sóla copia 
de ADN flanqueada por secuencias repetitivas (Fig. 4,21 B). Tanto el centro 
como las secuencias repetitivas flanqueantes son necesarios para el funciona- 
miento del centrómero, por io que los centrómeros de S. pombe parecen ser 
considerablemente más complejos que los de S. cerevisiae. 

Los estudios de un cromosoma de Drosophiia han proporcionado la primera 
deseripción de un centrómero en eucariotas superíores Fíg. 4.21 C). El centró¬ 
mero de Drosophiia se extiende 420 kb r del cual la mayoría (más del 85%) 
consta de dos ADN satélites muy repetitivos con las secuencias AATAT y 
AAGAG. El resto del centrómero consta de eiementostransponibles dispersos, 
que se encuentran también en otros sitios en el genoma de Drosophiia , además 
de una región no repetitíva de ADN rica en AT, La delecíón de las secuencias 
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(A) S. cerevisiae 


CDE I CDE II CDE IIJ 



78-86 bp >90% A/T 

jé--125 bp 


(B) S. porube 



(C) Drosophiía melanogaster 



■ Transposones ■ AAGAG Satélite 
□ AATAT Satélite □ ADN no repetítivo 


satélites y de los elementos transponibles, además del ADN no repetitivo. redu- 
ce la actívidad del centrómero en los ensayos funcionales. Por tanky las se¬ 
cuencias repetítivas y no repetitivas parecen contribuir a la formación del cineto- 
coro y a la función del centrómero. Los centrómeros de Arabidopsis también 
parecen ocupar de 500 a 1.000 kb y consisten principalmente en secuencías 
altamente repetítivas. 

Los centrómeros de mamíferos se caracterizan por las extensas regiones de 
heterocromatina que consisten en secuencías de ADN satélite altamente repeti¬ 
tivas. En h u ma nos y otros primates la secuencia centromérica principál es el 
ADN satélite % que es una secuencia de 171 pares de bases situada en repeti- 
dones en tandem que pueden abarcar hasta millones de pares de bases. Se ha 
visto que el ADN satélite % une proteínas asociadas al centrómero, y experimen- 
tos recientes han demostrado que la zóna del satélite y centromérico del cromo- 
soma X humano es sufíciente para actuar como un centrómero funcional. Sin 
embargo, también se han descrito cromosomas humanos anómalos con centró¬ 
meros funcionales que carecen de ADN satélite 2 , de m odo que las necesida- 
des exactas para la correcta función del centrómero en los eucariotas superio- 
res siguen siendo desconocidas. 


Figúra 4.21 

Centrómeros de S. cerevisiae, S. poru¬ 
be y Drosophiía melanogaster. (A) Las 

secuencías del centrómero de S. cerevi¬ 
siae (CEN) se componen de dos secuen- 
cias conservadas cortas (CDEI y CDEIII) 
separadas por 78 a 86 pares de bases (pb) 
de ADN rico en AT (CDE!!). Las secuen- 
das mostradas son secuencías consenso 
derivadas del anáiisis de las secuencias 
de los cemtrónneros de cromosomas indí- 
víduales de levaduras. Pu = AoG;x = Ao 
T; y = cualquier base. (B) Se ilustra la or¬ 
ganización de las secuencías del centró¬ 
mero del cromosoma II de S. pombe. El 
centrómero consiste en un grupo centrál 
(CC) de secuencia únlca de ADN, rodea- 
do por repeticiones en tandem de tres ele¬ 
mentos de secuencia repetitivos (B. K. y 
L). (C) El centrómero de Drosophiía con¬ 
siste en dos secuencias satélite, elemen¬ 
tos transponibles y ADN no repetitivo. 


Telómeros 

Las secuencias situadas al final de los cromosomas de eucariotas. Ilamados teló¬ 
meros. desempeňan un pape! crŕtico en la replicación y el mantenimiento de! cro¬ 
mosoma. Los telómeros inicíalmente se reconocíeron como estructuras distintas 
ya que los cromosomas rotos eran altamente inestables en las células eucariotas, 
implicando la necesidad de secuencias específícas en las térmi nacion es cromo- 
sómicas normales. Esto se demostró mediante experimentos en los que los teló¬ 
meros del protozoo Tetrahymena fueron ahadidos a los extremos de moléculas 
lineales de ADN plasmídico de levaduras. La suma de estas secuencias de ADN 
teloméríco permitió a estos plásmidos replicarse como cromosomas lineales igual 
que las moléculas en las levaduras, demostrando dírectamente que los telómeros 
son necesarios para la replicación de las moléculas lineales de ADN. 
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Figúra 4.22 

Estruetura de u n telómero. El ADN teíomérico forma un bude 
sobre sf mismo para formar una estruetura circular que se asocia 
con un número de proteínas que protegen los extremos de los cro- 
mosomas. 


Las secuencias de ADN de los telómeros de los eucariotas son similares, 
presentando repetíciones de una secuencia simple de ADN que contiene gru- 
pos de resíduos de G en una hebra {Tabla 4.4). Por ejemplo, la secuencia de tas 
repeticiones de los telómeros en humanos y en otros mamíferos es AGGGTT, y 
la repetíción telomérica en Tetrahymena es GGGGTT, Estas secuencias se re- 
piten clentos o miles de veces, por tanto extendiéndose hasta vartas kilobases, 
y terminando con un resto de ADN de hebra úníca. Las secuencias repetidas del 
ADN telomérico forman bucles al final de los c ro mosomas además de unlr u n 
cierto número de proteínas que protegen los extremos del cromosoma de la 
degradación o de ser unidos {Figúra 4.22}. 

Los telómeros desempeňan un pape! importante en la replícación de los ex¬ 
tremos de las moléculas de ADN linear {véase Gap. 5). La ADN polimerasa es 
capaz de extender una cadena de ADN en crecimiento pero no puede iniciar la 
síntesís de una nueva cadena al final de una motécula linear de ADN, Como 
consecuencia, las terminaciones de los cromosomas lineales no pueden ser 
replicadas por la ADN polimerasa en condiciones normales. Ešte problema se 
ha solucíonado mediante ta evolución de un mecanismo especial, que implica la 
actividad de la transeriptasa inversa, para replicar las secuencias de ADN telo- 
méríco. El mantenimiento de los telómeros parece ser un factor importante a la 
hora de determinar las expectativas de vida y la capacídad reproductiva de las 
células, por lo que los estudíos de íos telómeros y de la telomerasa son prome- 
tedores al respecto de nuevos datos sobre cuestíones como la edad y el cáncer. 

TABLA 4 .4. ADN teloméricos ľ 


Organ i s mo 


Levaduras 

Saccharornyces 

c&revisiae 

Schizosaccha romyces 
pomb& 

Prolozoo 

Tetrahymena 

Dyctiostelium 

Planta 

Arabidopsis 

Mamífero 

Humano 


Secuencia 

telomérica 

repetida 


G,- a T 

G 25 TTAC 

GGGGTT 

G 1fi A 

AGGGTTT 

AGGGTT 


Secuencias de los genomas completos 

Algunos de los esfuerzos más excitantes en la biológia molecularson fos dirigi- 
dos actuatmente hacia la obtención y análisis de las secuencias completas de 
nueleótídos del genoma humano y de los genomas de diversos modelos de 
organísmos, incluyendo a E. cofi, Saccharornyces cerevisiae. Caenorhabditis 
eiegans, Drosophila, Arabidopsis y el ratón {Tabla 4.5), Los resultados de la 
secuenciacíón de genomas completos nos han llevado más allá de la caraeteri- 
zación de genes individuales hasta una visión global de la organizadón y conte- 
nido génico de genomas completos En prineipio, ešte enfoque posee el poten- 
cial de identificar a todos los genes de un organismo, que por tanto, se volverán 
accesibles a investigaciones sobre su estruetura y función, Sin embargo, apren- 
der cómo interpretar una cantidad tan inmensa de datos generados por Ja se- 
cuenciación de genomas comptetos supone nuevos refos, y ha dado lugar a 
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TABLA 4.5. Resumen de los genomas secuenciados 


Secuencia 

Ta ma ň o del Numero d e codificadora 

Orgamsmo genoma (Mb} a genes de proteínas 


Bacterias 


Mycopfasma genitalium 

0,58 

470 

89% 

H. inftuenzae 

1,8 

1,743 

89% 

E. coli 

4,6 

4.288 

88% 

Levaduras 

C. cer&visiae 

12 

6000 

70% 

S, pompe 

12 

4,800 

60% 

Invertebrados 

C, elegans 

97 

19,000 

25% 

Drosophita 

180 

13.600 

13% 

Plantas 

Arabidopsis thaliana 

125 

26.000 

25% 

Arroz 

440 

30.000-50.000 

-10% 

Manníferos 

Humano 

3.200 

30.000-40.000 

1-1,5% 


' Mb = milióne b d e pares d e base. 


una nueva área de estudio denominada bioinformática, que se encuentra en el 
interfaz entre la biológia y la informática y está enfocada hada el desarrollo de 
los méíodos computacionales necesarios para analizar y obtener información 
biológica útil, a partir de la secuencia de miles de millones de bases que compo- 
nen un genoma tan grande como el humano. Aunque queda muche por apren- 
der, las secuencias de genomas que ya están disponibles han proporcionados a 
los científicos una base de datos única, consistente en las secuencias de nu¬ 
cleótidos de grupos completos de genes. Debido a que muchos de estos genes 
no habían sido con anteriorídad identifieados, la deterrmnación de sus funciones 
constítuirá la base de futuros estudios en biológia celular. 

Genomas procariotas 

Ahora conocemos las secuencias comptetas del genoma de más de sesenta 
bacterias díferentes, y aún más están en proceso de ser determinadas. La pri- 
mera secuencia completa de un genoma celular, anunciada en 1995 por un 
equípo de investigadores dirigido por J. Craig Venteq fue el de la bactería Hae- 
mophilus inffuertzae, un habítante común del tracto respiratorio humano. El ge¬ 
noma de H. inftuenzae tiene aproximadamente 1,8 x 10 6 pares de bases (1,8 
megabases o Mb), un poco menos de la mítad del tamaňo del genoma de E. 
cofi , La secuencia completa de nucleótidos indicô que el genoma de H. infiuen- 
zae es una molécuía circular compuesta por 1,830.137 pares de bases. La se¬ 
cuencia fue analizada para identifícar los genes que codifican los ARNr, ARNt y 
proteínas. Las regiones potenciales codíficadoras de proteínas se identäficaron 
mediante eí análisís por ordenador de la secuencia de ADN para detectar las 
fases de tectura abiertas —tramos largos de secuencia de nucleótidos que pue- 
den codificar polipéptidos ya que no contienen ninguno de los tres codones de 
terminación de la cedená (UAA f UAG, y UGA}—. Debido a que estos codones 
de terminación de la cadena aparecen alealoriamente una vez cada 21 codones 
(3 codones de terminación en un total de 64), los marcos de lectura abiertos que 
se extienden más de cien codones normalmente representan genes funcionales. 
Ešte análísis ídentifícó seis copias de genes ARNr, 54 genes ARNt difererv 
tes, y 1,743 regiones potenciales eodifieadoras de proteínas en el genoma de H . 
inffuenzae( Fig. 4,23). De éstas, más de mil pueden tener un papel biológíco (p. 
ej., una enztma del ciclo del ácido cítnco) en base a su relación con secuencias 
de proteínas conocidas, pero los otras representan genes de funciones no co- 
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Figúra 423 

Genoma de Haemophitus infiuenzae. 

Las regiones codificadoras de proteínas 
predecibles se designan con las barras de 
coíores Los números indlcan pares de 
bases de ADN. (De R. D. Flersehmann et 
aL, 1995. Science 269: 496.) 


1.800.000 



nocidas hasta ahora. Las secuenoias codificantes esperadas tienen un tamaňo 
medio de aproxímadamente 900 pares de bases, por lo que cubren unas 1,6 Mb 
de ADN. correspondiendo a casi u n 90% del genoma de H, infiuenzae , 

La secuencia completa del genoma de Mycopiasma genitáliám es de parti- 
čula r interes puesto que los micoplasmas son las bacterias más simples pre- 
sentes hoy en día y contienen los genomas más pequeňos de todas las células 
conoddas. E f genoma de M. genitáliám es de tan sólo 580 kb (0,58 y b) de largo 
y debe representar el menor juego de genes necesarios para mantener la repli- 
cación propla de un organísmo. El análisis de su secuencia de ADN índica que 
M. genitáliám co ntiene 470 secuencias codificadoras de proteínas . que corres- 
ponde aproximadamente al 88% del ADN genómico (Fig. 4 21). Muchas de 
estas secuencias fueron identificadas como genes codifícadores de proteínas 
implicados en la replicación del ADN, transcripción, traducción, transporte a tra- 
vés de membranas y metabolísmo energético. Sin embargo. M. g&nitaliumcon- 
tiene menos genes para enzimas metabólicas que H infiuenzae, mostrando un 
metabolismo más limitado. Por ejemplo, muchos genes conocidos que codifi- 
can componentes de procesos biosintéticos no se encuentran en el genoma de 
M. gen i tálium, probando su necesidad de obtener precursores de aminoacídos 
y nucleótidos de un organismo huésped, De forma interesante, el genoma de 
Mycopiasma también incluye aproximadamente 150 genes con función desco- 
nocida. Por tanto, incluso en las células más simples, los papeles bŕoiógicos de 
muchos genes continuan por determinarse. 

La secuencia del genoma de la arqueobactería Metanococcus jannaschii , 
anunciado en 1996 f aportó una nueva visión sobre las relaciones evofutívas entre 
las arqueobacterias. eubacterias y los eucariotas. E! genoma de M . jannaschii 
tiene 1,7 Mb y contiene 1.738 supuestas secuencias codificadoras de proteínas 
—simílar en tamaňo al genoma de H. infiuenzae—. Sin embargo, solamente alre- 
dedor de un tercío de ías secuencias codificadoras de proteínas identificadas en 
M. jannaschii e staban relacionadas con genes conocidos de eubacterias o euca- 
riotas, demostrando la composición genética diferente de las arqueobacterias. 
Los genes de M, jannaschii codificadores de proteínas implicados en la produc- 
ción de energia y en la biosŕntesis de los constituyentes de la céluia están rela- 
cionados con los de las eubacterias, io que sugiere que el proceso metabólico 





C a p ŕ t u I o 4 • Organización y secuenciación d e los génom a s celu la re s • 161 


básico evolucionó a partir de un antepasado común de las arqueobacterias y 
eubacterías. Es ímportante, sin embargo, que los genes de M. jannaschiic odiflca- 
dores de proteínas implicados en la replicación del ADN, transcripción, y traducción 
están más relacíonadoscon los eucariotas que con las eubacterías. La secuen- 
ciación del genoma de esta arqueobacteria indica por tanto que las arqueobac* 
terias y los eucariotas eomparten una línea común de descendencia evolutiva y 
que están más relacionados entre si que con las eubacterías (véase Fig, 1,8), 

Aunque la relativa simplícidad y facilidad de la genética de E, coíi lo ha conver- 
tido en un organismo favorable para !a biológia moleeular, el genoma de 4,6 Mb 
de E cofi no se compleió hasta 1997. El análisis de la secuencia de E coli revela 
un total de 4,288 genes, con un 88% de! genoma representado por secuencias 
codificadoras de proteínas. De los 4.288 descubiertos mediante secuenciadón, 
1.835 habían sido identificados con anterioridad y las funciones de 821 pudíeron 
ser deducidas por comparaciones con las secuencias de genes ya descritos en 
otros organismos, Sín embargo, las funciones de 1.632 genes de E coii (cerca 
del 40% de! genoma) no pudieron ser determinadas, Por tanto, incluso para un 
organismo tan estudiado como E co/4 la secuenciadón genómíca demuestra 
que aún queda mucho por descubrirse en la biológia celular de los procariotas, 

El genoma de levaduras 

Como ya dijimos anteriormente, el genoma eucariota más sencillo (1,2 x 1Q 7 
pares de bases de ADN) se encuentra en la levadura Saccharomyces eerevisiae. 
Además, las levaduras crecen rápido y son objeto de manipuiaciones genéticas 
simples. Por tanto, las levaduras son un modelo de célula eucariota que puede 
ser estudiada con rmayor facilidad que las células de los mamíferos u otros 
eucariotas superiores. Como consecuencia, la secuenciación completa de un 
cromosoma de levadura en 1992 (Fig. 4.22), seguida de la determinadón de la 
secuencia completa del genoma en 1996, representaron los pasos más ímpor- 
tantes en el entendimiento de la biológia molecular de las células eucariotas. 

El genoma de S. eerevisiae contiene unos 6.000 genes, incluyendo 5,885 
supuestas secuencias codificadoras de proteinas, 140 genes de ARN ribosómí- 
coSj 275 genes de ARN transferente y 40 genes eodifieadores de pequeňos 
ARN nucleares implicados en el procesamiento del ARN (diseutido en eí Cap. 
6). Las levaduras tienen, por tanto, una alfa densidad de secuencias codíficado- 
ras de proteínas, similar a los genomas bacterianos, que representan aproxima- 
damente el 70% del ADN total de la levadura. De acuerdo con esto, los genes 
de S, eerevisiae que contienen intrones normalmente tienen u n único intrón 
pequeňo cerca del principio del gen. 

El análísis por ordenador fue capaz de asignar una supuesta función a aproxi- 
madamente 3.000 de las secuencias codificadoras de proteinas de S. eerevisiae 
basado en las similitudes con las secuencias de genes conocidos, En base aí 
análisis de estos genes, resultó que aproximadamente el 11 % de las proteinas 
de levaduras funebna en el metabolismo, 3% en la producción y almacenaje de 
la energia metabólica, 3% en la replícación de! ADN. reparación, y recombina- 
ción, 7% en la transcripcičn, 6% en la traducción, y un 14% en la clasiftcación y 
transporte de proteínas. Sin embargo, las funciones de muchos de estos genes 
se conocen solamente en térmi nos generales (como «factores de transcripción^), 
de tal forma que su función específica dentro de la célula aún necesita ser deter- 
mínada. Además, debido a que la mitad de las proteínas codifícadas por el geno¬ 
ma de las levaduras no estaban relacíonadas con los genes o fases de lectura 
abíertas descritos con anterioridad, es necesario deseubrir mediante análisis ge- 
néticos y bioquímicos las funciones de otras 3,000 proteínas desconocídas. 

La secuencia del genoma de S, eerevisiae ha sido seguida recientemente por 
la secuencia del genoma de la levadura de fisión, S. porrtbe. Como se ha deserito 
previamente en ešte capítub, S. eerevisiae y S* pombe son bastante dívergentes 
y diferentes en muchos aspectos de su biológia, incluyendo la estructura de sus 
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Figúra 4.24 

Cromosoma III de levaduras. Las ba- 

rras superiores azules desígnan los do¬ 
nes utilizados para la secuenciaeión del 
ADN. Los rnarcos abiertos de lectura o fa- 
ses de lectura abiertas so indican con fle- 
chas, (De S. G. Oliver et aL. 1992. Náture 
357: 38.) 


eentrómeros (Fig 4.21). Es ínteresante notár que sus genomas también mues- 
tran díferencías considerables, A pesar de que tanto S. cerevísiaec omo S, poru¬ 
be poseen aproxímadamente la misma cantidad de ADN de secuencia Ĺinica 
(12,5 Mb) t S porube parece contener sólo unos 4.800 genes. Los íntrones son 
mucho más prevalecientes en S, pombe que en S. cerevisiae, Aproxímadamente 
el 43% de los genes de S. pombe contienen intrones y 'estos son mayores que 
los de S. cerevisiae, de modo que la secuencia codíficadora de proteína consti- 
tuye aproxímadamente eí 60% del genoma de S. pombe . La mayoría de los 
genes de S. pombe poseen homólogos en el genoma de S. cerevisiae, pero 
aproxímadamente 700 genes son exclusivos de S . pombe , 

Ahora que se han completado las secuencias de los genomas de levaduras, 
la determinacíón de las funcíones de los muchos nuevos genes descritos tanto 
para S, cerevisiae y S. pombe es una objetivo principál. Afortunadamente, las 
levaduras resultan muy manejables para llevar a cabo el análisis funcional de 
los genes desconocidos debido a la facilidad con la que los íoci cromosómícos 
normales pueden ser desactívados por recombinación homóloga con secuen- 
cias clonadas (véase Fig. 3.39). Por tanto, sistemátícamente se puede apliear 
un análisis funcional directo a fos genes de las levaduras que inicialmente fue- 
ron ídentificados en función de su secuencia de nucleótidos. La secuenciaeión 
del genoma de las levaduras ha abierto la puerta al estudio de nuevas áreas de 
la biológia de esta célula eucariota simple. Se espera que estos estudios descu- 
brán las funcíones de muchos genes nuevos que no son exclusivos de las leva¬ 
duras sino que son comunes a todos los eucariotas, incluyendo a los humanos. 
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Los genomas de Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster 

Los genomas de C . elegans y Drosophila son genomas animales relatívamente 
sencilios, intermedios en tamaňo y complejidad entre las levaduras y los huma- 
nos. Características distintivas de cada uno de estos organismos los convierte 
en modelos importantes para e! análisis genómico: C. elegans ha sido utilizado 
ampliamente en estudios de desarrollo animales y Drosophila ha sido especial- 
mente bien analizado genéticamente. Los genomas de estos organismos, sín 
embargo, son aproxímadamente diez veces mayores que los de levaduras, in- 
trodueiendo un nuevo orden de dificultad en el mapeo y la secuendación genéti- 
ca. La determinación de la secuencia de C. elegans en 1998 represento, por 
tanto, un híto importaníe en el análisis genómico, que extendio la secuenciación 
genómica desde los organismos uniceluiares (bacterias y levaduras) a un orga- 
nismo muitícelular reconocido como modelo ímporlante del desarrollo animaľ 

Las fases inietales det análisis del genoma de C. elegans se utilizaron frag- 
mentos de ADN clonados en cosmidos, que situaron ínserciones de ADN de 
unas 40 kb (véase Fig. 3.23). Ešte paso, sin embargo, no fue capaz de cubrír el 
genoma completo, con lo que fue sustituido por la clonación de piezas de ADN 
mucho más largas en vectores de cromosomas artificiales de levaduras 
(YAC; del inglés, yeastartificial chromosome) (Fig. 4.23). La única característi- 
ca de los YAC, es que contienen centrómeros y teiómeros, permitíendo su repfi- 
cación como cromosomas lineales en levaduras. 

Sepueden utilizar, portanto, para donarfragmentos de ADN del tamaňo del 
ADN cromosómico de las levaduras-miles de kilobases de longitud. Las ínser- 
ciones de largos fragmentos de ADN clonados en los YACs son esenciaies en 
el mapeo de genomas complejos. 

El genoma de C\ elegans comprende 97 x 10 6 pares de bases y contiene 
19.099 supuestas secuencias codificadoras de proteínas-aproximadamente 
tres veces el numero de genes en levaduras y un quinto del número de genes 
caiculado en humanos, Al contrario de la organización compacta del genoma de 
levaduras, los genes en C. elegans se extienden unas 5 kilobases y contienen 
una média de cinco intrones. Las secuencias codificadoras de proteínas repre- 
sentan, por tanto, solamente el 25 % del genoma de C. elegans, comparado con 
el 70% de las levaduras y cerca del 90% de los genomas bacterianos. 

Aproxímadamente el 40% de las supuestas proteínas de C. elegans maes¬ 
tra similitudes significativas con las proteínas conocidas de otros organismos. 
Como se esperaba, existen más similitudes entre las proteínas de C. elegans y 
de los humanos que entre C, elegans y las levaduras o bacterias. Las proteínas 
que son comunes entre C. elegans y levaduras podrían funcionar en los prace- 
sos celulares básicos compartidos por estos organismos, como el metabolismo, 
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Figúra 4.25 

El genoma de C * elegans . Las posicio- 
nes predíchas de Jos genes de C. elegans 
sobre cada cromosoma están índícadas 
por barras rojas. Aquellas que son simila- 
res a los genes de levaduras se ŕndican en 
violela. (De The C, elegans Sequencing 
Consortium. 1998. Science 282:2012.) 
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replicación de! ADN, transcripción, traducción y clasificación de proteínas. Es- 
tos procesos biológicos esenciales parecen estar llevados a cabo po r un núme- 
ro parecido de genes en ambos organismos, síendo posible que estos genes 
sean compartidos por todas las células eucariotas, Por el contrario, la mayoría 
de los genes de C. eiegans no se encuentran en levaduras y funcionan en las 
acíívidades reguladoras más complicadas necesarias para el desarrollo de los 
organismos muiticeiulares. El descubrimiento de estos genes parece ser partt- 
cularmeníe excitante en términos del conocimtento del desarrollo animal, Aun- 
que los adultos de la especie C. eiegans tienen una longitud aproximada de 
1 mm y contienen solamente 959 células somáticas en el cuerpo entero, pre- 
sentan todas las células especlalizadas que se puedan encontrar en animales 
más complicados. Además, se ha descrito el patrón completo de las dívisiones 
celulares que conducen al desarrollo de C. eiegans , incluyendo el análisis de las 
conexiones hechas por 302 neuronas en el anima! adulto. Muchos de los genes 
involucrados en el desarrollo y diferenciación de C. eiegans se ha encontrado 
que están relacíonados con genes ímplicados en eí control de la diferenciación y 
profiíeración de las células de los mamíferos, sustentando la validez de C. ele- 
gansc omo modelo de animales mas compiejos. Sin ningunaduda, los estudios 
de secuenciacíón del genoma de C. eiegans seguirán descubriendo genes pri- 
mordiales en el control del desarrollo ceíuiar, 

Drosophiía es otro modelo clave para el desarrollo animal, el cual ha sido 
descrito genéticamente en detaile, Las ventajas de Drosophiía para eí análisis 
genático incluyen su genoma relativamente simple y el hecho de que puede ser 
manteniday criadaen el laboratorio. Además, Drosophiía aporta un instrumento 
especial para el análisis genétíco en los cromosomas politénicos giganíes 
que se encuentran en afgunos tejidos como las glándulas salivares de la larva. 
Los cromosomas se forman en las células que no se díviden como consecuen- 
cia de la replicación repetitiva de las hebras de ADN que no se pueden separar 
la una de la otra. Por tanto, cada cromosoma politénico contiene cientos de 
moléculas de ADN idénticas alienadas en paralelo. Debído a su tamaňo, estos 
cromosomas politénicos son vísibles al microscopio optico, y con técnicas de 
íinción apropiadas se puede distinguir un patrón de bandas (Fíg, 4.26). El bam 
deo de los cromosomas politénicos proporciona un mayor grado de resolucíón 
que el obtenído por los cromosomas de metafase (p. ej., véase Fíg. 4.17). Los 
cromosomas politénicos son cromosomas de interfase descondensados que 
contienen genes expresados activamente, Son visibles más de 5.000 bandas. 


Figúra 4.26 

Cromosomas politénicos en Drosophb 

la, Mícrografía óptica de cromosomas te- 
ňidos de la glándula sali var. Los cuatro 
cromosomas (X, 2 r 3 y 4) están unidos por 
sus centrómeros. (Peter J. Bryant/Bioiogi- 
cal Photo Service.) 
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cada una de ellas correspondiente a un tamano aproximado de 20 kb de ADN. 
Por ei contrario, las bandas identificadas en los cromosomas de metafase hu- 
manos contienen varias megabases de ADN. 

EI patrón de bandas de los cromosomas politénicos proporciona un mapa de 
alta resolución del genoma de Drosophiia. La deleción de genes se puede relacio- 
narcon la pérdida de una banda cromosómica espectfica, defrniendo por tanto la 
localización física del gen en el cromosoma, Además. los ADNs clonados pueden 
mapearse por hĺbridación in situ de los cromosomas politénicos, con frecuencia 
con una resolución suficiente para localizar los genes clonados en las bandas 
específicas (Fig. 4.27). Por tanto. las posiciones en el mapa de los dones de 
cósmidos o de los YACs (que ocupan muchas bandas) pueden determinarse con 
facilidad, proporcionando la base para el análisis de la secuencia genómica. 

Debido al poder de la genética de Drosophiia, la secuenciación compleia del 
genoma de Drosophiia al comienzo del aňo 2000 fue uno de los pasos más 
importantes en e! análisis genómico. E! genoma de Drosophiia consiste en 
180 x 10 fc pares de bases. de las que un tercio es heterocromatina. La hetero- 
cromatina consiste principalmente en repeticiones satélite de secuencia senci- 
lla. además de elementos transponibles dispersos, y no se incluyó en la secuen¬ 
ciación genómica. Las restantes 120 x 10 fi pares de bases de eucromatína 
fueron secuenciadas empleando una combinación de dones de cromosomas 
bacterianos artificiales (BAC), que portan grandes insertos de ADN, y un méto- 
do de escopeta en el que pequeňos fragmentos de ADN son clonados al azar y 
secuenciados en vectores plasmídicos. Las secuencias de estos pequeňos frag¬ 
mentos de ADN fueron organizadas a continuación en una larga secuencia conti- 
gua medianle la identificación de secuencias comunes entre fragmentos. y estas 
organizaciones de secuencias alineadas con los dones BAC para dar lugar a 
una secuencia completa de la porción eucromática del genoma de Drosophiia. 

El genoma de Drosophiia contiene aproximadamente 13.600 genes. canti- 
dad un tanto inferior al numero de genes en C. elegans. Al igual que C. eiegans, 
los genes de Drosophiia contienen un promedio de 4 intrones, y la cantidad total 
de secuencias intrónicas es similar a la cantidad de secuencias exónicas. En 
total, las secuencias codificadoras de proteinas constituyen aproximadamente 
ei 13% del genoma de Drosophiia. A pesar de que Drosophiia contiene menos 
genes que C. elegans. es importante notár que muchos de los genes se en- 
cuentran repetidos en ambos organismos. Cuando se tienen en cuenta estas 
duplicaciones, parece que el numero de genes únicos es similar tanto en Dro¬ 
sophiia como en C. elegans —entre 8.000 y 9.000—. Aproximadamente un 20% 
de los genes de Drosophiia están relacionados con genes presentes tanto en 
levaduras como en C. elegans— las proteinas codificadas por estos genes pue¬ 
den realizar funciones que son comunes a todas las células eucariotas-—. Otros 
genes de Drosophiia están relacionados con genes encontrados en C. elegans 
pero no en levaduras, mientras que otros genes son exclusivos de Drosophiia. 

Resulta especial meňte llamativo que u n ani ma! complejo como Drosophiia 
sólo contenga aproximadamente el doble de genes únicos que los encontrados 
en las levaduras, que parece un organismo mucho más sencitlo. Aparentemen- 
te, la complejidad de los organismos multicelulares no está simplemente rela- 
cionada con un mayor numero de genes. Parte del incremento en complejidad 
biológicade Drosophiia y C. eiegans puede deberse al hecho de que sus proteí- 
nas son en generál más grandes y contienen más dominios funcionales que las 
proteinas de levaduras. Más estudios y análisis funcionales de los genes que se 
han descubierto mediante la secuenciación de los genomas de Drosophiia y C. 
elegans jugarán un papel muy importante en la comprensión de las formas en 
que estos genes actuan para dirigir el complejo proceso del desarrollo anímal. 

Genomas de plantas 

Al completar la secuencia del genoma de Arabidopsis t halia na en el aňo 2000 
se extendió la secuenciación genómica de los animales a los vegetales, y fue, 



Figúra 4.27 

Hĺbridación in situ de un cromosoma 
politénico de Drosophiia. Se ilustra la 
hĺbridación de un clôn de YAC con un cro¬ 
mosoma politénico. La región de la hĺbri¬ 
dación se indica con una flecha. (Cortesía 
de Daniel L. Hartl, Harvard Uníversity.) 
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por tanto, un hecho muy importante en la biología vegetal. Arabidopsis thaliana 
es una planta sencilla, fanerógama, ampliamente utilizada como modelo en es- 
tudios de biología molecular y del desarrollo de plantas. Sus ventajas como 
organismo modelo para la biología molecular y la genética incluyen su genoma 
relati vamente pequeňo de aproximadamente 125 x 10 B pares de bases, similar 
en tamaňo a los genomas de C. elegans y Drosophiia. Al igual que el genoma 
de Drosophiia , el genoma de Arabidopsis fue secuenciado principalmente me- 
díante el uso de vectores BAC para acomodar grandes insertos de ADN. 

Sorprendentemente, el análisis del genoma de Arabidopsis indicaba que 
contenía aproximadamente 26.000 genes codificantes de proteína —signíficati- 
vamente más genes que fos encontrados en C. elegans o en Drosophiia —. Sin 
embargo, ešte número inesperadamente elevado de genes no refleja una ma- 
yor diversidad de proteínas codificadas por el genoma de Arabidopsis. Po r e! 
contrario, parece que el elevado número de genes de Arabidopsis es el resulta- 
do de dupticaciones de grandes segmentos del genoma de Arabidopsis. Estas 
duplícaciones ímplican aproximadamente a un 60% del genoma, de modo que 
el número de genes codificantes de proteína diferentes en Arabidopsis se esti- 
ma en torno a unos 15.000 —similar al número de genes en C. elegans o Dro- 
sophila. 

La densídad génica de Arabidopsis también es similar a la de C. elegans , 
con secuencías codificantes de proteína responsables de aproximadamente el 
25% del genoma de Arabidopsis . Como média, los genes de Arabidopsis tienen 
aproximadamente 4 intrones, y la longítud totaí de las secuencias intrónicas 
es aproximadamente igual a la longitud total de las secuencias exónicas. Los 
elementos transponibles constituyen un 10% del genoma de Arabidopsis. Al igual 
que en Drosophiia , las repetícíones de elementos transponibles se encuentran 
agrupadas en los centrómeros junto con las secuencías repetítivas satélite. 

Un análisis comparativo de las funciones de los genes de Arabidopsis ha 
revelado tanto similitudes como diferencias interesantes entre los genes de ani- 
males y plantas. Los genes de Arabidopsis implicados en procesos celulares 
fundamentales como la replicación del ADN, reparación, transcripción, traduc- 
ción y tráfico de proteínas son similares a los de las levaduras, C. elegans y 
Drosophiia refleja n do el origen evolutivo común de todas las células eucarióti- 
cas. Por el contrario, fos genes de Arabidopsis que codifican proteínas impNca- 
das en procesos como la seňalización celular y el transporte de membrána son 
bastante diferentes de los de las células animales, lo que es parafelo a las gran¬ 
des diferencias en cuanto a fisiología y desarrollo entre animales y plantas. 
Aproximadamente una tercera parte de todos los genes de Arabidopsis parecen 
ser exclusivos de las plantas, ya que no se encuentran en los genomas de 
levaduras y animales. El grupo funciona! mayor de genes de Arabidopsis t corres- 
pondiente a un 22% del genoma, codifica proteínas implicadas en el metabolís- 
mo y ia fotosíntesis (Fig. 4.28). Otro grupo grande de genes (12% del genoma) 
codifican proteínas implicadas en las defensas de la planta. También resulta 
notable el hecho de que Arabidopsis codifica más de 3.000 proteínas que regu- 
lan la transcripción (correspondiendo a un 17% del genoma). Ešte número de 
proteínas reguladoras génicas (tactores de transcripción) es dos o tres veces 
superior al encontrado en Drosophiia y C. elegans , respectivamente Muchos 
de los factores d e transcripción de Arabidopsis son exclusivos para plantas, 
reflejando presumiblemente las característícas distintas de la expresión génica 
en el desarroilo de las plantas y en la respuesta de las plantas a su entorno. 

La secuencía de Arabidopsis fue seguida, en el aho 2002, por la publicación 
de las secuencías borrador del genoma del arroz. EJ arroz es de gran importan- 
cia como cereal de cultivo, y es el aiímento base de más de la mitad de la 
poblacíón mundial, de modo que la secuenciación dei genoma del arroz posee 
el potenciál de conlievar aplicaciones muy significativas en la agricultura y bio- 
tecnología. Dos grupos de investígación han descrito secuencias borrador de los 
genomas de dos subespecies de arroz: !a subespecie indica, que es la subespe- 
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Figúra 4 28 

Funciones de los genes predichos de 
Arabidopsis tha liana . El diagram a [lus¬ 
tra la proporcie n de Arabidopsis en dife- 
rentes categorías funcionales. (De The 
Arabidopsis Genome Inítíatíve, 2000. Ná¬ 
ture 408:796.) 


cíb más ampliamente cultivada en China y la mayor parte del resto de Asia; y la 
subespecie japonica , que es la variedad preferida en Japóm A pesar de que 
ambas secuencias genómicas se encuentran actualmente en borradores en 1u- 
gar de en su forma completa, con muchos huecos en las secuencias que deben 
ser rellenados, proporcíonan una gran cantidad de información útil. 

El genoma del arroz consiste en unas 440 x 10 6 pares de bases de ADN 
— casi 4 veces mayor que el genoma de Arabidopsis. Aproximadamente un 
45% del genoma del arroz consiste en secuencias repetitivas, tncluidas repeti- 
dones de secuencia sencilla y elementos transponibles, Las estimaciones del 
numero de genes del borrador del genoma del arroz varían entre 32,000 y 
50,000. Estas estimaciones difíeren entre grupos de investígación, y serán púti- 
das tras un mayor análisis. De todos modos, parece que el genoma del arroz 
contiene más genes que Arabidopsis , y posiblemente más genes de los que 
están presentes en el genoma humano. Al igual que Arabidopsis , el arroz con- 
tíene muchos genes duplicados (más del 70%), que pueden haber surgido 
como resultado de la duplicación de grandes segmentos del genoma, Curiosa- 
meňte, más del 80% de los genes identificados en AraĎ/dops/s también se en- 
cuentra en el arroz Muchos de los genes compartidos entre Arabidopsis y ei 
arroz no se encuentran en genomas de levaduras ni animales y, por !o tanto, 
parecen ser específícos de plantas. Además r muchos de los genes predichos 
en el arroz no poseen equivalentes en Arabidopsis , aunque todavia debe deter- 
minarse si estos genes “predichos^ de hecho codifícan proteínas. A pesar de 
que siguen exístiendo muchas preguntas, se espera que la compleción y análi- 
sis continuado de la secuencia del genoma del arroz contríbuya no sólo a nues- 
tra comprensión de la biológia de plantas, sino también a mejoras en la produc- 
cíón de cereales que ayudará en la lucha contra el hambre mundial. 

Genoma humano 

Para muchos cientŕficos, el objetivo final dei análisis genómíco era la determina- 
ción de la secuencia compieta de nucíeótidos del genoma humano: aproxima¬ 
damente 3 x 10 9 pares de bases de ADN, Para comprender la magnítud de ešte 
objetivo, recuerde que el genoma humano es más de diez veces mayor que el 
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Figúra 4.29 

Cromosomas humanos. Esquema de los cromosomas de metafase humanos 
mostrando el patrón de bandas obtenido después de la tinción citogenétiea. 
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de Drosophiía ; que el cromosoma humano más pequeňo es varias veces šupe- 
rior al genoma completo de levaduras; y que la longitud extendida del ADN que 
compone el genoma humano es de aproximadamente 1 m de largo. Parliendo 
de todas estas perspectivas. la determínaeión de la secuencta del genoma hu¬ 
mano fue un trabajo fenómeno, y su publicación en forma de borrador en el aňo 
2001 se ha considerado como un logro dentífico de magnitud histórica. 

El genoma humano se distribuye a lo largo de 24 cromosomas (22 autoso- 
mas y 2 cromosomas sexuales), donde cada uno contiene entre 45 y 280 Mb de 
ADN (Fig. 4.29). Antes de la determínaeión de la secuencía del genoma, varios 
miles de genes humanos habían sído identifieados y mapeados en posiciones 
de los cromosomas humanos. Un método empleadocon freeuencia para locali- 
zar genes es la hibridación in situ de sondas mareadas con colorantes fluores- 
ceníes a los cromosomas —un método generalmente denominado hibridación 
de fluorescencia in situ , o FISH (fluoresceni in situ hybridization) (Fíg. 4.30). 
La hibridación in situ a los cromosomas en metafase permííe el mapeo de un 
gen clonado a un locus definido mediante una banda cromosómica. Ya que 
cada banda de los cromosomas metafásicos humanos contiene miles de kiloba- 
ses de ADN, la hibridación in situ a cromosomas metafásicos humanos no pro- 
porciona la ínformación de mapeo detallada obtenida con los cromosomas poli- 
ténicos de Drosophiía , que permite la localizacion de los genes a bandas de 
cromosomas en interfase que contienen sólo de 10 a 20 kb de ADN. Sin embar¬ 
go, puede obtenerse una mayor resofución mediante fa hibridación a cromoso¬ 
mas humanos más extendidos de células en prometafase o en interfase, permi- 
tiendo el uso de la hibridación in situ para mapear genes clonados a regiones de 
unas 100 kb. Ademäs del FISH. el análisis de lígamíento genético y el mapeo 
físico de secuencías genómicas clonadas y ADNc fueron utilizados para deter- 
minar los mapas físicos y genéticos del genoma humano. En 1996, los marca- 
dores correspondientes a aproximadamente 30.000 genes habían sido localiza- 
dos en cromosomas humanos, estableciendo una base para la secuenciación 
genómica (Fig. 4.31). 

Las secuencias borrador del genoma humano publieadas en el 2001 fueron 
producidas por dos grupos independientes de investigación. El Internacionál 
Human Genome Sequencing Consortium empleó dones de BAC que habŕan 
sido mapeados a sitios sobre los cromosomas humanos como sustratos para la 
secuenciación. El otro, dirigido por Craig Venter de Celera Genomics, empleó 
un método de eseopeta en el que se clonaron y secuenciaron pequeňos frag- 


Figúra 4,30 

Hibridación fluorescente in situ. Una 

sonda fluorescente del gen que codifica el 
receptor de la lámtna B se hibrida con cro- 
mosomas humanos de metafase tsňtdos 
(azul), Las seňales de hibridación de los 
genes símples son detectadas como fluo¬ 
rescencia roja, {Gortesŕa de K L. Wydner 
y J, B. Lawrence, Universíty of Massachu- 
setts Medleal Center.) 
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Figúra 4.31 

Mapa transerito del cromosoma 1 
humano. Los mareadores STS de los 
dones de ADNc que representan unos 
30,000 genes humanos han sido 
mapeados en los cromosomas humanos. 
Se muestra un mapa representativo del 
cromosoma 1. El histograma de la 
derecha i lustra la dislríbuclón de los 
genes a lo largo del cromosoma. (De 
Genome Maps 7, 1996. Science 274; 
547,) 
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Experimento clave 


El genoma humano 


Secuenciación Iniciál y Análisis del Genoma Humano 

Internacionál Human Genome Sequencing Consortium 
Náture , Volumen 4Q9 r 2001, págs 860-921 


La Secuencia del Genoma Humano 

J. Craig Venter y otros 273 

Science , Volumen 291, 2001, págs 1304-1351 


Contexto 

La idea de secuenciar por completo 
el genoma humano fue concebida 
en primer lugar a mediado de los 
aňos 80. Inicialmente recibió u n 
ampfío escepticismo entre los 
bíólogos, la mayoría de los cuales 
pensaban que no era u n proyecto 
factlble, En ese memento, el 
genoma más grande que se había 
secuendado por completo era el 
del virus de Epstein-Barr, que 
atcanzaba un total de 
aproximadameníe 180,000 pares 
de bases de ADN. Desde esta 
perspectiva, la secuenciación del 
genoma, que era unas 20,000 
veces más grande, parecŕa 
inconcebible para muchos, Sin 
embargo, la idea de un proyecto tan 
grande en bíología captó la 
imaginación de otros, incluyendo a 
Charles DeLisí, quien estaba en 
ese memento al mando de la 
Oficina de Salud e Investigación 
Medioambiental en el 
Departamento de Energia. En 
1986, DeLísi consiguió lanzar la 
Iniciatíva del Genoma Humano 
como un proyecto del 
Departamento de Energia. 

El proyecto obtuvo mayor apoyo 
en 1988, cuando fue apoyado por 
un comiíé del Consejo Nacional de 
Investigación. Ešte comíté 
recomendaba un mayor esfuerzo, 
incluyendo la secuenciación de 
genomas de varios organísmos 
modelo y el desarrollo paralelo de 
mapas genéticos y físicos de los 
cromosomas humanos* Ešte 
esfuerzo se centró en los Instltutos 
Nacionales de Salud, inicialmente 
bajo la dlreccíón de James Watson 
(codescubridor de la estructura del 
ADN), y después bajo el liderazgo 
de Frances Collíns. 


El primer genoma completo que 
se secuenció fue el de la bacteria 
Haemophilus influenzao, reportado 
por Craig Venter y sus 
colaboradores en 1995, Venter 
había formado parte del proyecto 
de secuenciación génom ica en los 
Institutos Nacionales de Salud, 
pero había pasado a díriglr una 
compaňía sin änimo de lucro, El 
Instituto para la Investigación 
Genómlca, en 1991, Durante ešte 
tiempo, se había conseguído un 
progreso considerable en el mapeo 
del genoma humano, y la 
secuencia iniciál de H , influenzae 
fue seguida de las secuencias de 
otras bacterias, levaduras y C. 
elegán s en 1998, 


En 1998, Venter formó una 
nueva compaňía, Celera 
Genomícs, y anunció sus planes de 
emplear tecnologías avanzadas de 
secuenciación para obtener la 
secuencia completa def genoma 
humano en 3 aňos. Collins y otros 
líderes del proyecto genoma 
financiados con fondos públicos 
respondieron acelerando sus 
esfuerzos, resultando en una 
carrera que fínalmente dio lugar a la 
publicacíón de dos secuencias 
borrador del genoma humano en 
febrero del 2001. 

Ex períme n tos 

Los dos grupos de científicos 
emplearon métodos diferentes para 
obtener la secuencia del genoma 
humano. E! equipo financiado con 
fondos públicos, el Internacionál 
Human Genome Sequencing 
Consortium, encabezado por Eric 
Lander, secuenció fragmentos de 
ADN derivados de dones BAC que 



Un genoma diana es 
fragmentado y clonado... 


...resultando en una 
biblioteca de u n vector d e 
cl onač ión de fragmentos 
grandes (BAC). 


Los fragmentos de 
ADN genómico son 
organizados en un mapa 
fístco... 


C lone s de 
escopeta 


'-ti,",' 


* > 




o'C 


Secuencia rW'i/^V 
escopeta 


< Zf J * V ^ 

4 \ 

1 , U 1 L- 11 \ | ‘ -.1 “ 


...y dones BAC indivi- 
duales son selecciona- 
dos y secuenciados 
mediante la estrategia 
de la escopeta aleaforia. 
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Las secuencias de los 
dones son ensambladas 
para reconstruír la 
secuencia del genoma. 


Estrategia para la secuenciación genómlca mediante dones de BAC que habian sido 
organizados en grupos solapantes (contiguos) y mapeados a cromosomas h u ma nos. 
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Et gerroma humano (continuación) 


habían sido previamente 
mapeados a cromosomas 
humanos, de forma similar al 
método empleado para determinar 
la secuencia de los genomas de 
levadura y C . efegans (ver figúra). 
Por el contrario, ei equipo de Celera 
Genomics empieó un método de 
sec u end ac ión d e escopeta con el 
genoma completo, que Venter y 
sus colaboradores habían 
empleado previamente para 
secuenciar el genoma de H. 
inffuenzae . En ešte método, los 
fragmentos de ADN se secuencian 
aleatoríamente, y las repeticiones 
entre fragmentos se emplearon 
para recomponer u na secuencia 
del genoma completo. Ambas 
secuencias cubren sólo la porción 
de eucromatina del genoma 
humano—aproximadamente 2.900 
M b de ADN—con la porción ríca en 
repeticiones de la heterocromatina 


del genoma (aproximadamente 300 
Mb) permaneciendo sin 
secuenciar. 

Es importante reeonocer que 
ambas versiones publicadas 
inícialmente son borradores, en 
lugar de secuencias completadas. 
Existen huecos en la secuencia, de 
modo que los borradores 
publícados corresponden a 
aproximadamente el 90% de la 
secuencia de la porción de 
eucromatina del genoma. Ad e más f 
algunos bloques de secuencia en 
los borradores pueden estar 
j n c o rrecta m e nte reco m p u e st os. 

Sin embargo, las secuencias 
obtenidas de estos borradores se 
consideran muy precisas, de modo 
que proporcionan un gran recurso 
para la biológia y la medicina. 

Im pac to 

Inmediatamente surgieron muchas 
conclusiones importantes 
a partir de las secuencias 
del genoma humano. En 
primer lugar, el numero 
de genes humanos parece 
estar entre 30.000 y 
40.000 —sustancial meňte 
menor que la predicclón 
anterior de 100.000—. 
Resulta interesante que el 
procesamíento alternativo 
parece ser frecuente en ei 
genoma humano, de 


modo que cada g en puede codificar 
una média de tres proteínas 
diferentes. Los intrones consfituyen 
en torno al 25% del genoma humano, 
y las secuencias repetitivas un 
60%. Es no table que más del 40% 
del ADN humano está compuesto 
por secuencias derivadas de la 
transcripcfón inversa, lo que resalta 
la importancia de ešte modo de 
transfereneia de información en la 
formacíón de nuestro genoma. 

Más allá de estas conclusiones 
inmediatas, la secuencia del 
genoma humano, junto con las 
secuencias genómicas de otros 
organismos, proporcionará una 
nueva base para la biológia y 
medicína en los aňos venideros. El 
impacto de la secuencia genómica 
se sentirá en el descubrimienío de 
nuevos genes y sus funcíones, la 
comprenslón de la regulación 
génica, descubrir la base de 
enfermedades humanas y 
desarrollar nuevas estrategias para 
la prevención y tratamiento 
basados en el fondo genético de los 
tndividuos. El conocimiento del 
genoma humano puede en última 
inštancia contribuir a alcanzar lo 
que Venter y sus colaboradores 
denominan «E.I verdadero reto de la 
biológia Humana... explicar cómo 
nuestras mentes han llegado a 
organízar suficientemente sus 
pensamientos para investigar 
nuestra propia existencia.* 



Craig Venter Eríc Lander 


mentos, y las partes repetídas entre segmentos fueron empleadas para organi- 
zar la secuencia del genoma. Ambas secuencias eran inícialmente borradores 
incompletos, en los que aproximadamente el 90% de la porción de eucromatina 
del genoma se había secuenciado y organizado. Los esfuerzos posteriores han 
cerrado los vacíos de las secuencias borrador dando fugar a la compleción de 
una secuencia del genoma humano de alta calidad en el aho 2003. 

La porción de eucromatina genómica secuenciada incluye aproximadamen¬ 
te 2,9 x 10 6 kb de ADN (Fig. 4.32). El tamaňo total del genoma es de aproxima¬ 
damente 3,2 x 10 6 kb. donde el 10% restante del genoma (0,3 x kb) corres- 
ponde a secuencias aftamente repetídas de la heterocromatina. Como se ha 
descrito antes en ešte capítulo, las secuencias repetitivas dispersas, la mayoría 
de las cuales son elementos transponibles que se han desplazado por el geno¬ 
ma mediante la transcripcfón tnversa de intermediarios de ARN, forman aproxi¬ 
madamente el 45% de la secuencia de eucromatina Humana. Otro 5% del geno¬ 
ma consiste en segmentos duplicados de ADN, de modo que en torno al 60% 
del genoma humano consiste en secuencias repetitivas de ADN. 

Una gran sorpresa obtenida de las secuencias genómicas fue el numero 
inesperadamente bajo de genes humanos. El genoma humano parece contener 
sólo 30.000-40,000 genes, lo que es bastante inferior a estimaciones anteriores 
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Figúra 4.32 

Secuencia del cromosoma 1 íiumano. 

Se indican las posiciones de los genes de aproximadamente 100.000 genes en el genoma humano Por el contrano, 

identifieados en la secuencia borrador del parece que tos humanos sólo poseen en torno al doble de! numero de genes 

cromosoma 1 humano. (De Internacionál que animales más sencillos como C. elegans o Drosophiía . De hecho, los hu- 

Human Genome Sequencing Gonsortium, nnanos pueden tener menos genes que ei arroz, lo que da énfasis a una de las 

princtpales conclusiones que ha surgido como resultado de la secuenciacion 
genómica; !a complejídad biológica de un organismo no es simplemente una 
función del numero de genes en su genoma. Por otro lado, parece exístir una 
gran cantidad de procesamiento alternativo en fos genes humanos. permŕtiendo 
a un solo gen especificar más de una proleína (véase Fíg. 4.5), Del análisis 
hasia la fecha, parece que e! procesamiento alternatívo puede resultar en la 
formadón de tres o más ARNm a partir de un gen humano promedio, Como 
resultado, los 30.000-40.000 genes humanos estimados codifican 100.000 o 
más proteínas diferentes. El procesamiento alternatívo también tiene lugar en 
C. elegans y en Drosophiía , pero es mucho menos frecuente que en el humano 
El predominio del procesamiento alternatívo en humanos puede, por lo tanto, 
conllevar la formación de aproximadamente cinco veces el numero de proteínas 
distintas en humanos que en C. elegans o en Drosophiía . 

Los genes humanos se extienden sobre distancias mucho mayores y contie- 
ne n más secuencias intrónicas que los genes de Drosophiía y C, elegans . La 
secuencia codificadora de proteína média en los genes humanos es de aproxi¬ 
madamente 1.400 pares de bases t semejante a los de Drosophiía o C. elegans . 
Sin embargo, el gen humano medio abarca unas 30 kb de ADN, donde más del 
90% correspondea intrones. Asi, aproximadamente el 25% del genoma consis- 
te en intrones, y sólo del 1 al 1.5% del genoma humano corresponde a secuen¬ 
cias codificadoras de proteínas. 

Más del 40% de las proteínas humanas predtchas están relacionadas con 
proteínas de otros organismos secuenciados, incluyendo a Drosophiía y C. e/e- 
gans l Muehas de estas proteínas conservadas funcionan en procesos celulares 
básicos, como el metabolismo. replicación y reparación del ADN, transcripción, 
traducción y tratico proteico. La mayoría de las proteínas que son exclusívas de! 
hombre se componen de dominíos proteícos que también se encuentran en otros 
organismos, pero estos dominíos se organizan en nuevas combinaciones para 
dar lugar a proteínas diferentes en humanos, Comparado con Drosophiía y C. 
elegans , el genoma humano contiene números expandidos de genes implica- 
dos en funciones relacionadas con la mayor complejidad de los vertebrados, 
como la respuesta inmune, el sistema nervioso y la coagulación sanguínea. 
además de una elevación del numero de genes implicados en el desarrollo, 
seňalización celular y reguláciou de ta transcripción. 

La secuencia del genoma humano, junto con las secuencias de otros geno- 
mas, proporciona una riqueza de información que forma un nuevo marco para 
los estudios de biológia celular y molecular. Tal y como se evidenciará en los 
capítulos sucesivos. nuevos genes implicados en muchos procesos celulares 
podrán identificarse mediante el análisis de la secuencia genómica y su compa- 
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ración con las seeuencias de otros organismos, La exploración de las funeiones 
de estos genes, al igual que de muchos genes nuevos descubiertos por la se~ 
cuenciación genómica, formará la base de muchos estudios de función celular 
en los próximos aňos. La disponibilidad de la secuencia de! genoma humano 
también tendrá grandes aplicaciones ayudando a descubrír nuevos genes ímpli- 
cados en muchas enfermedades que afiigen a ia humanidad, induyendo el cám 
cer, enfermedades cardíacas y enfermedades degenerativas del sistema ner- 
vioso, como la enfermedad de Parkinson o de Atzheímer. 

Descifrar la secuencia del genoma humano revelará no sófo las seeuencias 
codificantes de proteŕna de los genes, sino también las seeuencias reguladoras 
que controlan la expresión génica. Tal y como se analíza en capítulos sucesi- 
vos, la regulación de la expresión génica es crítica para muchos aspectos de la 
función celular, induyendo el desarrollo de los organismos multicelulares com- 
plejos. La eomprension de los mecanísmos que controlan la expresión génica 
es un gran reto de la biológia celular y molecular contemporánea, y se espera 
que la disponibilidad de seeuencias genómicas contríbuyan eonsiderablemente 
a ešte trabajo. Desgraciadamente, actualmente es mucho más difícil identificar 
las seeuencias reguladoras génicas que las seeuencias eodifieadoras de proteí- 
nas T especialmente en genomas grandes como el humano, Probablemente dL 
chos estudios estarán facilitados por la comparación de seeuencias genómicas 
de organismos relacionados. Por ejemplo, la secuencia recientemente comple- 
tada del genoma del ratón indica, como se esperaba, una gran cantidad de 
conservación entre las seeuencias eodifieadoras de proteínas del humano y el 
ratón Una conservación parecida de las seeuencias reguladoras génicas pue- 
de ayudar a determinar dichas seeuencias y comprender su función. 

La disponibilidad de seeuencias genómicas adicionales de especies estre- 
chamente relacionadas también nos permitirá estudiar la base de las díferen- 
cias entre especies. Por ejemplo, pronto podremos comparar el genoma huma¬ 
no no sólo con el de invertebrados como Drosophila o C. elegans , sino también 
con el de otros mamíferos, como e! ratón, y con otros primates, como el chinv 
pancé, Adicionalmente, podremos comparar las seeuencias de diferentes indL 
viduos entre sí. Los genomas de humanos individuales se diferencian en una de 
cada mil bases. El análísís de estas variaciones entre individuos permitirá aso- 
ciar genes espedficos con la susceptibilidad a ciertas enfermedades, y permiti- 
rá a los médtcos elaborar estrategias para prevenir y tratar enfermedades espe- 
cíficas para el fondo genético de pacientes individuales. La comparación entre 
genomas de diferentes individuos también puede ayudar a elucidar la contribu- 
ción de nuestros genes a otras características únicas, como la capacidad atléti- 
ca o la inteligencia, y a comprender mejor las interacciones entre los genes y ef 
ambiente que deseneadena los complejos comportamientos humanos. 


RESUMEN 


COMPLEJIDAD DE LOS GENOMAS EUCARIOTAS 

tntrones y exones La mayoría de los genes eucariotas presentan una es- 
tructura dividida en la que los segmentos de seeuencias eodifieadoras o co- 
díficantes (exones) están interrumpidas por seeuencias no eodifieadoras {im 
trones). En los eucariotas complejos, los intrones representan unas diez 
veces más ADN que los exones. 

Seeuencias repetitivas de ADN Aproximadamente el 40 % del ADN de los 
mamíferos consiste en seeuencias de ADN altamente repetitivas, algunas de 
las cuales están presentes en 10 5 y 1Q fi copias por genoma, Estas secuen- 
cias incluyen las repeticiones de secuencia sencifla y los elementos repetiti* 
vos que se han desplazado a través del genoma mediante intermediarios de 
ARN o ADN 


PALABRAS CLAVE 


Gen, secuencia espacíaí. exón, intfón 
empalme o spíicing de! ARN, 
kilobase (kb), procesamíento alternativo 


Repeticíón de secuencia sertcílla, ADN 
satelite, SINE, LINE, retrotransposones, 
transposón de ADN 
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Família génica, pseudogén, pseudogén 
procesado 


Cromatina, história. nucleosoma, 
partícula centrál del nucleosoma, 
cromatosoma, eucromatina, 
heterocromatina 


Centrómero, cinetocoro 


Telómero 


Bioinformática 

Megabase (Mb), m are o abierto de lectura 
o fase de lectura abierta 


C rom o som a artľficial de lev ad u ra s 
{YAC) f cromosoma politénico, 
cromosoma artíficia! bacteriano (8 AC) 


Duplicación génica y pseudogenes ; Muchos genes eucarióticos están 
presentes en múltiples copías T denominadas familias génicas, que han surgi- 
do po r duplicación de genes ancestrales. Algunos miembros de las familias 
génicas funcionan en íejidos diferentes o durante distintas fases del desarro- 
llo, Otros miembros de las familias génicas (pseudogenes) han sido inactiva- 
dos por mutaciones y ya no representan genes funcionales. Las duplicacio- 
nes génicas pueden ocurrir tanto por duplicación de un segmento de ADN 
como por transcripción inversa de un ARNm, dando Jugar a un pseudogén 
procesado. Aproximadamente el 5% del genoma humano consiste en seg- 
mentos de ADN duplieados, Adicionalmente, se estima que existen varios 
miles de pseudogenes procesados en e! genoma humano, 

Composición de íos genomas de los eucariotas superiores: Sólo una 
pequeha fracción del genoma en los eucariotas complejos corresponde a 
secuencias codificadoras de proteína. El genoma humano se estima que 
contiene 30.000-40.000 genes, donde la secuencia eodifieadora de proteína 
corresponde solamente al 1-1,5% del ADN. Aproximadamente el 25% del 
genoma humano consiste en intrones, y más dei 60% está compuesto por 
secuencias de ADN repetitivas y duplícadas. 

CROMOSOMAS Y CROMATINA 

Cromatina El ADN de las células eucariotas se encuentra envuelto por hís- 
tonas que forman nucleosomas. La cromatina se puede compactar aún más 
mediante el plegamiento de los nucleosomas en estructuras aítamente orde- 
nadas, incluyendo la condensación de los cromosomas en metafase de las 
células entrando en mitosis. 

Centrómeros. Los centrom e ros son regiones especializadas de los cromo¬ 
somas eucariotas que sirven como sitios de asociacíón entre las cromáth 
das hermanas y como sitios de adhesión de ias fibras del huso durante la 
mitosis. 

Telómeros Los telómeros son secuencias especializadas necesarias para 
el mantenimiento de los extremos de los cromosomas eucariotas. 

SECUENCIAS DE GENOMAS COMPLETOS 

Genomas procariotas ; Los genomas de cerca de una docena de bacterias, 
incluyendo E. coli i ya han sido compietamente secuenciadas. El genoma de 
E. co//contiene 4.288 genes, con secuencias codificadoras de proteínas que 
representan casi el 90% del ADN. 

Secuenciación del genoma de levaduras : El primer genoma eucariota en 
ser secuenciado fue el de S. cerevisiae. El genoma de las levaduras contie¬ 
ne unos 6.000 genes, y las secuencias codificadoras de proteínas represen¬ 
tan aproximadamente el 70% del genoma, El genoma de la levadura de fi- 
sión S. pombe contiene menos genes (unos 5.000) y más intrones que S . 
cerevisiae f donde la secuencia eodifieadora de proteínas corresponde a 
aproximadamente el 60% del genoma de S. pombe . 

Genomas cŕeCaenorhabditis elegans yDrosophila melanogaster: Eí ge- 

noma de C. elegans fue el primer genoma secuenciado de un organismo 
multicelufar. El genoma de C. eiegans contiene unas 19.000 secuencias co¬ 
dificadoras de proteína, que corresponden sofamente al 25% del genoma, El 
genoma de Drosophtla contiene aproximadamente 13.600 genes, con se¬ 
cuencias codificadoras de proteína correspondiendo al 13% del genoma- A 
pesar de que Drosophila contiene menos genes que C. elegans , muchos 
genes en ambas especies esfán duplicados, y parece que ambas especies 
contíenen de 8.000 a 9.000 genes úmeos. Algunos de estos genes están 
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compartidos por Drosophila y C. efegans , y levaduras —estos genes pueden 
codificar proteínas con funciones comunes a todas las células eucariotas. 
Sin embargo, la mayoría de los genes de Drosophila y C. efegans no se 
encuentran en levaduras y probablemente funcionan en la regulación y de¬ 
sarrollo de los animales multicelulares. 

Genomas de plantas: El genoma de la pequeňa planta angiosperma Arabi- 
dopsis thaiiana contiene aproximadamente 26.000 genes —curiosamente 
más genes de los encontrados en Drosophila o en C. el&gans. Sin embargo, 
muchos de estos genes son el resultado de dupíícaciones de grandes seg- 
mentos del genoma de Arabidopsis , de modo que el numero de genes úni- 
cos en Arabidopsis e s de unos 15.000. Muchos de estos genes son exclusi- 
vos de plantas, incluyendo genes implicados en la fisíología, desarrollo y 
defensa de la planta. La secuencia del genoma del arroz es de especial inte- 
rés para la agricultura porque el arroz es el alimento base de más de la rnitad 
de la poblacíón mundial. La secuencia borrador del genoma del arroz estima 
que contiene entre 30.000 y 50.000 genes, muchos de los cuales están du* 
plicados y pueden haber surgído por la duplicación de grandes segmentos 
de! genoma. 

El genoma humano: El genoma humano parece contener 30,000-40,000 
genes —sólo el doble del numero de genes encontrados en animales más 
sencillos como Drosophila o C, efegans , Sin embargo, el procesamäento al¬ 
ternatíve parece ser frecuente en el humano, y puede resultar en la produc- 
ción de tres o más ARNrn (y proteínas) a partir de un gen promedio. Más del 
40% de las proteínas humanas predichas están relacíonadas con proteínas 
encontradas en otros organismos secuenciados, incluyendo Drosophila y C. 
efegans. Además, el genoma humano contiene números expandidos de ge¬ 
nes implicados en el sistema nervioso, el sístema ínrmune, la coagulación 
sanguínea, el desarrollo, la seňalización celular y la regulación de la expre- 
sión génica. 


Pr egu n tas 

1. Muchos organismos poseen 
tamaňos de genoma que son mucho 
mayores de \o que su complejidad parece 
requerir. Explica esta paradoja, 

2. ^Cómo fueron deseubiertos los 
intrones y exones durante los estudios de 
ARNm de adenovirus? 

3. ^Cuál es la importancia del 
procesamíento aiternativo? 

4. ^Górno puede separarse e! ADN 
repetitivo de secuencia sencilla del resto 
del ADN nuclear? 

5. ^Cuál es la diferencia entre un 
centrómero y el cinetócoro? 

6. Los centrómeros de levaduras 
forman un cinetócoro que se une a un 
solo microtúbulo, mientras que la 
mayoría de los animales poseen 
cinetócoros que se u non a unos 20 


microtúbulos del huso. ^Cómo se 
reflejan e sta s diferencias en la estructura 
de sus centrómeros? 

7. ^/Cuales son las dos funciones 
principales de los te lome ros en los 
cromosomas? 

8. Cuando se introduce una secuencia 
centromérica en un plásmido circular y se 
inserta en levaduras, sus genes se 
reproducen y segregan con normalidad 
en cada división celular; pero cuando se 
corta en un punto con una endonucleasa 
d e restricción para crear un cromosoma 
lineal, los genes plasmídicos se pierden 
rápidamente por parte de las levaduras. 
Explícalo. ^Qué experimento adicional 
realizarías para confirmar tu explieación 
hipotética? 


Hibridación fluorescente in situ (FISH) 


9. ^Qué es un marco de lectura abierta 
y cuál es su importancia en el análisis 
genómico? 

10. ^.Cuánta diferencia existe entre las 
secuencias genómicas de índividuos 
humanos? 

11. Las secuencias repetitivas de ADN 
se identifícaron porprimera vez mediante 
estudios del cálculo de la reasociaclón 
del ADN. ^Cuales son los cálculos 
relatívos d e reasoclación esperados para 
secuencias repetidas 1,000 veces en el 
genoma comparados con los genes con 
una sóla copia? 

12. Aproximadamente se han 
localizado 30.000 ADNc en el mapa del 
genoma humano. ^Cuáf es la dištancia 
média entre estos nwcadores? 
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E L proceso biológ ICO fundamental de la REPROQUCCiÓN requiere la trans- 
mislón fiel de la información genética de padres a hijos, Por tento, resulta 
esencial la replicación exacta del ADN genómico para la vída de todas las 
células y organismos. Cada vez que una célula se divide, su genoma completo 
debe duplicarse. necesítándose una compleja maquinana para copiar las gram 
des moléculas de ADN que componen los cromosomas procariotas y eucario- 
tas. Además, las células han desarrollado mecanismos para corregír los fallos 
que algunas veces se cometen durante la replicación deJ ADN y para reparar los 
daňos que puedan surgir por !a acción de agentes ambientales, como la radia- 
ción. Las anormalidades de estos procesos dan como resultado una replicación 
y un mantenlmiento fallido del ADN genómico —un fallo que puede causar con- 
secuencias desastrosas, como el desarrollo de un cáncer—. 

A pesar de la importancia de la replicación exacta y el mantenimíento del 
ADN, los genomas celulares no son estáticos. Para que las especies evolucio- 
nen, son necesarías mutaciones y reorganizaciones para mantener la variación 
genética entre los individuos. La recombinación entre cromosomas homólogos 
durante la meiosis desempeňa un importante papel en ešte proceso puesto que 
permíte a los genes parentales reorganizarse en nuevas combínaciones en la 
siguiente generáciou. Las reorganizaciones de las secuencias de ADN dentro 
del genoma se cree que también contríbuyen a la evolución mediante la crea- 
ción de nuevas combínaciones de información genética. Además, algunas reor¬ 
ganizaciones del ADN están programados para regular la expresión génica du¬ 
rante la dtferenciacíón y el desarrollo de células individuales y organismos. En 
humanos, un ejemplo destacado es la reorganízación de los genes de anticuer- 
pos durante el desarrollo del sistema inmunológico. Un cuidadoso equílibrío en¬ 
tre el mantenimíento y la variación de la información genética resulta por tanto 
crítico tanto para el desarrollo de los organismos individuales como para la evo¬ 
lución de las especies. 

Replicación del ADN 

Tal y como explicamos en e! Capííulo 3 T la replicación del ADN es un proceso 
semiconservativo en el que cada hebra parental sirve como molde para la sínte- 
sis de una nueva hebra hija complementaria. La enzima principál implícada es la 
ADN polimerasa, que cataliza la unión de los desoxirribonucleósidos S’-trifosfa- 
to (dNTPs) para farmár la cadena de ADN en crecímiento, Sin embargo, la repli¬ 
cación del ADN es mueho más compleja que una reacción enzimática, Están 
ínvolucradas otras proteínas, y son necesarios mecanismos de lectura para 
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asegurar que ía exactitud de la replicación es compatible con la baja frecuencia 
de errores que se permiten en la reproducción celular. También son necesarias 
proteínas adícionales y secuencías de ADN para inicíar la replicación y para 
copiar los extremos de los cromosomas eucariotas. 


Figúra 5 .1 

Aislamiento de un mutante deficiente 
en la polimerasa l. Un cultivo de E , coli 
fue tratado con un mutágeno quimico, y 
se aisfaron colonias individuales de bao 
terias mediante su crecimiento en un me- 
dio semisólido. Se cultivaron y revisaron 
varios cientos de colonias para identificar 
a un mutante carente de polimerasa I. 
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para identificar aí mutante carente 
de polimerasa I 


ADN polimerasas 

La ADN polimerasa se identificó por prímera vez en lísados de E. cofi por Ar- 
thur Kornberg en 1956. La capacidad de esta enzinna para copiar exactamente 
una hebra moide de ADN proporcíona una base bioquímica para el modelo de 
replicación del ADN que íníciaJmente propusieron Watson y Crick, por lo que su 
aislamiento representó un descubrimiento importante en la biológia molecular. 
ľrónicamente, si n embargo, esta prímera ADN polimerasa identificada (ahora 
llamado ADN polimerasa I) no es la enzima principál responsable de la replica¬ 
ción en E. cofi. En su lugar. ahora está claro que tanto ias células procariotas 
como eucariotas contienen diferentes ADN polimerasas con funciones distintas 
en la replicación y reparación de! ADN. 

La multiplicidad de Ias ADN polimerasas se halló por prímera vez mediante 
el aislamiento de una cepa mutante de E co//que era deficiente en la polimera¬ 
sa I (Fíg. 5.1). Los cultivos de E, cofi se trataron con un agente químico (un 
mutágeno) que induce una frecuencia atta de mutacíones. se aislaron colonias 
bacterianas individuales y se analizaron para una cepa mutante carente de la 
polimerasa I. El análisis de unos pocos miles de colonias condujo al aislamiento 
del mutante deseado, que era casi completamente defectuoso en la actividad 
de la polimerasa L De forma sorprendente, la bacteria mutante creció con nor- 
malidad, Ifegando a la conclusión de que la polimerasa I no es necesaria para la 
replicación del ADN. Por el contrario, la bacteria mutante era extremadamente 
sensible a los agentes que daňan al ADN (p. ej., la iuz uitravioleta), sugiriendo 
que la polimerasa I está implicada principalmente en la reparación del ADN 
dahado en lugar de en la replicación del ADN per se. 

La conclusión de que la polimerasa I no es necesaria para la replicación impti- 
caba que E coli debería contener otras ADN polimerasas, por lo que subsecuen- 
tes experimentos condujeron a la identificacíón de otras dos enzimas. Ilamadas 
ahora ADN polimerasa II y III. Los papeles potenciales de estas enzimas se in- 
vestígaron mediante el aislamiento de mutantes apropíados. En Ias cepas de E. 
coli con mutaciones en la polimerasa I I se observó que creeían y se comportaban 
con normalidad, por lo que el papel de esta enzima en la célula es desconocido. 
Los mutantes polimerasa III sensibles a la temperatura, sin embargo, fueron 
incapaces de replicar su ADN a altas temperaturas, y estudios subsecuentes 
han contirmado que la polimerasa llf es la enzima replicatíva principál en E coli . 

Se sabe que, además de la polimerasa III, la polimerasa I también es nece¬ 
saria para la replicación del ADN de E coli El mutante originál de la polimerasa 
I no era completamente defectivo para esta enzima, y experimentos posteriores 
mostraron que la actividad de la polimerasa I residua! en estas cepas desempe- 
ňa un papel clave en e! proceso de la replicación. La replicación del ADN de E 
coli implica por tanto dos ADN polimerasas diferentes, cuyas funciones princí- 
pales se discuten a contínuacíón. 

Las células eucariotas contienen cinco ADN polimerasas: a, // t ;\ ô, y r.. La 
polimerasa y se iocaliza en la mltocondria y es responsable de la replicación del 
ADN mltocondria!. Las otras cuatro enzimas se encuentran localizadas en el 
núcleo y son por tanto candidatas para la replicación del ADN nuclear. Las poli¬ 
merasas y. t c\ y i: están más activas en las células en división, sugiriendo que 
funcionan en la replicación. Por otro lado, la polimerasa /> está activa en ias 
células en división y en no-divísión, sugiriendo que puede funcionar príncipal- 
mente en la reparación del ADN daňado. 

Dos tipos de experimentos han propordonado posterior evidencia de los pa¬ 
peles de las polimerasas ó, y ľ en la replicación del ADN Primero, la replica- 
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clôn de los ADN de algunos vírus animales, como el 5V40, se pueden estudíar 
en extractos íibres de células. La posíbilídad de estudíar la replicación in vitro ha 
permitido la identificación directa de las enzimas ínvolucradas, y el análisís de 
tales sistemas libres de células ha mostrado que la polimerasas y y ó, son nece- 
sarias para la replicación del ADN del SV40. Segundo. las polimerasas y., <> y t: 
se encuentran en levaduras y en células de mamíferos, permFtiendo ef uso de 
las poderosas aproximacionesde la genétíca de levaduras (véase Cap. 3) para 
testar sus funciones biológtcas directamente. Tales estudtos indican que las 
levaduras mutantes carentes de alguna de estas tres ADN polimerasas son 
incapaces de prollferar, implicando el pape! crŕtico de la polimerasa í; al igual 
que el de x y ô. Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que la fun- 
ción esencia! de la polimerasa c en levaduras no necesita su actividad como 
ADN polimerasa replicatíva. El pape! de la polimerasa í: en la replicación del ADN 
continúa sin aclarar, aunque probablemente funcione de forma similara la poli¬ 
merasa S, que es sufíciente para catalizar la replicación del ADN en ausencia de 
polimerasa c tanto en sistemas acelulares como en levaduras. 

Todas las ADN polimerasas conocidas comparten dos propíedades funda- 
mentales que traen compiicaciones críticas para la replicación del ADN (Fig. 
5.2}. Primero, todas las polimerasas sinfetizan ADN solo en dirección 5'-3\ aňa- 
diendo a la cadena en crecimiento un dNTP al grupo 3' hídroxilo. Segundo, las 
ADN polimerasas pueden aňadir un nuevo deoxirribonucleótido solamente a 
una hebra con un cebador o iniciador preformado que está unido par puentes de 
hidrógeno a ia hebra molde; no son capaces de iniciar la síntesis del ADN de 
novo catalizando la polimerización de los dNTP libres. Respecto a ello, las ADN 
polimerasas difieren de las ARN polimerasas, que pueden iniciar la sŕntesis de 
una nueva hebra de ARN en ausencia de un cebador. Tal y como dísoutiremos 
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Figúra 5.2 

Reacción catalizada por la ADN polime* 
rasa. Todas las ADN polimerasas conoci¬ 
das artaden un desoxirribonucleósido 5- 
trifosfato al grupo 3 hídroxilo de una cade¬ 
na de ADN creciente (la hebra cebadora). 
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más tarde en ešte capítulo, estas propiedades de ias ADN polimerasas parecen 
ser críticas para el mantemmiento de la alta fidelidad de la replicación deJ ADNt 
necesaria para la reproducción celular 


HorquiUa de replicación 

Las moléculas de ADN en proeeso de replicación se analizaron por primera vez 
por John Caírns en experimentos en los que E coii se cultivó en presenda de 
timidina radtactiva, lo que permitió la vísualización por autor rad iografía del nue- 
vo ADN replieado (Flg. 5.3). En algunos casos, se pueden observar moléculas 
circulares completas en proeeso de replicación. Estas moléculas de ADN com 
tienen dos horquillas de replicación, que representan ias regiones de la sínte- 
sis activa de ADN. En cada horquilla ias hebras parentales se separan y son 
sintetizadas dos nuevas hebras hijas. 

La síntesis de dos nuevas hebras de ADN complementarias a las dos he¬ 
bras de la molécula parental trap consigo un problema importante para enten- 
der la bioquímica de la replicación del ADN. Puesto que las dos hebras de la 
dobie hélice de ADN se disponen en direcciones opuestas (antiparaleias) f la 
síntesis contínua de dos nuevas hebras en ia horquilla de replicación requeriria 
que una de las hebras se sintetizara en sentido 5 a 3' mientras que la otra se 
sintetizada en el sentido opuesto (3 a 5 ). Pero la ADN polimerasa cataliza ia 
polimerización de los dNTPs solamente en sentido 5 r a 3\ Eníonces, ^cómo 
puede ser sintetizada la otra hebra de ADN? 

El enigma se resolvió mediante experimentos que mostraban que solo una 
hebra de ADN se sintetiza de manera continua en la dirección de la replicación 
del ADN; la otra se forma a partir de pequehas piezas discontinuas de ADN que 
se sintetizan al revés con respecto a! movimiento de la horquilla de replicación 
(Rg. 5.4), Estas pequehas piezas del nuevo ADN sintetizado (llamados frag- 
mentos de Okazaki después de su descubrímiento) se unen por la acción de la 
ADN ligasa, formando una nueva hebra intacta de ADN. La hebra sintetizada 
de forma contínua se denomina hebra conductora, debtdo a que su eiongación 
en el sentido del movimiento de la horquilla de replicación expone el molde que 
se utilizará para la síntesis de los fragmentos de Okazaki (hebra tardŕa). 

Aunque el descubrímiento de la síntesis discontinua de la hebra rezagada 
proporciona un mecanismo para la eiongación de ambas hebras de ADN en la 
horquilla de replicación, surgíó otra pregunta: puesto que las ADN polimera¬ 
sas necesítan un cebador y no son capaces de inicíar la síntesis de novo , 


Figúra 5,3 

Replicación del ADN de E. coíi (A) Una 

autorradiografía most rande las bacterias 
que crecieron en [ 3 H]timidina durante dos 
generaciones para marcar el ADN, que se 
extrajo después para visualizarlo median¬ 
te una cinta fotográfica. (B) Ešte esquema 
ilustra las dos horquillas de replicación 
vistas en (A). (De J. Caims, 1963. Cold 
Spring Harbord Symp ♦ Quant Biol. 28:43.) 
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^cómo se inícia la sintesis de los fragmentos de Okazaki? La respuesta son 
los fragmentos cortos de ARN que sirven como iniciadores para la replicación 
del ADN (Fig. 5.5). Al contrario que la sintesis de ADN, la sintesis de ARN es 
capaz de iníciarse de novo , y una enzima Jlamada prímasa síntefiza los frag¬ 
mentos cortos de ARN (p. ep, de tres a diez nueleótidos de longitud) comple- 
mentaríos a la hebra rezagada molde en la horquilla de replicación. Los frag¬ 
mentos de Okazaki se sintetizan mediante la extensión de estos iniciadores de 
ARN por la ADN poiimerasa. Una consecuendaimportante de estos iniciadores 
de ARN es que los nuevos fragmentos de Okazaki siníetizados contienen una 
unión ARN-ADN, cuyo descubrímiento proporcionó la evidencia del pape! de los 
iniciadores de ARN en la replicación del ADN. 

Para farmár una hebra tardía continua de ADN, los iniciadores de ARN deben 
eliminarse de los fragmentos de Okazaki y ser reemplazados por ADN, En E. coíl 
los iniciadores de ARN se eliminan porlaacción combínadade la ARNasa H, una 


Figúra 5.4 

Sintesis de las hebras conductora y 
tardía de ADN. La hebra conductora se 
sintetiza de forma continua en la dirección 
del movimiento de la horquilla de replica¬ 
ción. La hebra tardía se sintetiza en pe- 
queňos fragmentos (fragmentos de Oka¬ 
zaki) en sentído opuesto al resto de la 
replicación. Los fragmentos de Okazaki 
se unen después mediante la acción de ta 
ADN ligasa. 


Figúra 5.5 

Origen de los fragmentos de Okazaki 
con cebadores de ARN, Fragmentos 
cortos de ARN sirven como iniciadores 
sobre los que puede actuar la ADN polí¬ 
me rasa. 
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enzima que degrada la hebra de ARN de los hĺbridos ARN-ADN, y la polimerasa 
I. En la replicacion del ADN de E. coli ešte es el aspecto en el que la polimerasa I 
desempena un papel primordial. Además de su actividad como ADN polimera¬ 
sa, la polimerasa I actúa como una exonucleasa que puede hidroläzar al ADN 
(o ARN) en sentido 5 a 3 o 3' a 5', La acción de la polimerasa I como una 
exonucleasa de 5 a 3' elimina ribonucleótidos de los exíremos 5' de tos frag- 
mentos de Okazaki, permitíendo ser reemplazados por desoxirribonucleótidos 
para producir fragmentos constituidos enteramente de ADN {Fig. 5.6). En las 
cálulas eucariotas, otras exonucleasastoman el puesto de la polimerasa I de E. 
coli en la eliminación de los iniciadores, rellenándose los huecos entre los frag- 
mentos de Okazaki con la acción de la polimerasa ô. Como en procariotas, 
estos fragmentos d e ADN son unidos por la ADN ligasa, 

Las díferentes ADN polimerasas desempeňan por tanto papeies distintos en 
la horquilla de replicacion (Fig. 5.7). En las cálulas procariotas, la polimerasa III 
es la principál polimerasa d e replieación, actuando en la síntesis de la hebra 
conductora de ADN y de los fragmentos de Okazaki a partir de los cebadores de 
ARN, La polimerasa I elimina los iniciadores de ARN y rellena los espacios entre 
los fragmentos de Okazaki En cálulas eucarióticas, la polimerasa a se encuen- 
tra formando un complejo con la prímasa, y parece funcionar en conjunción con 
la prímasa para sintetizar pequeňos fragmentos de ARN-ADN durante la sínte¬ 
sis de la hebra tardía. La polimerasa ó entonces puede sintetizar tanto la hebra 
conductora como la tardía, actuando para extender los cebadores de ARN-ADN 
inicialmente sintetizados por el complejo polimerasa 7-primasa. Además, la po¬ 
limerasa S puede ocupar el lugar de la polimerasa I de E. coli rellenando los 
espacios entre fragmentos de Okazaki después de la eliminación del cebador. 
Aunque el papel de la polimerasa j: todavŕa no se comprende por completo, sus 
actividades parecen ser similares a las de la polimerasa <5. 

No sólo las polimerasas y las primasas actúan en la horquilla de replicacion 
síno que participan otras muchas proteŕnas. Estas proteínas adicionales se han 
identificado med raňte el análisis de mutantes de E. co//dsfectuosos en la repli- 


Figura 5.6 

Eliminación de los cebadores de ARN y 
unión de los fragmentos de Okazaki, 

Debido a su actividad exonucieasa de 5 a 
3\ la ADN polimerasa I elimina los inicia¬ 
dores de ARN y rellena los espacios entre 
los fragmentos de Okazaki con ADN, Los 
fragmentos de ADN resultantes son uni¬ 
dos con posterioridad por la ADN ligasa. 
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E. coli 

Síntesis de la hebra conductora 



Síntesis de la hebra tardía 



Mamíferos 




Figúra 5.7 

Papel de las ADN polimerasas en E. 
coli. y er» células de mamíferos. La he¬ 
bra conductora es sintetizada por las poli- 
merasa líl (pol III) en E. coli y por la polime- 
rasas y (pol Sir) en las células de los 
mamíferos. Én E. coli , una prímasa inicta 
fa sŕntesis de la hebra tardía. siendo leí- 
dos los iniciadores de ARN por la políme- 
rasa III. En las células de los mamíferos, 
la síntesis de la hebra tardía la Ileva a 
cabo un comptejo de prímasa y polimera- 
sa 5 í (pol %)+ Los fragmentos cortos de 
ARN-ADN sintetizados por el complejo 
son leídos por las polimerasas ô y 


cación del ADN y la puríficación de proteínas de mamíferos necesarias para la 
repiicación in vitro deí ADN de SV40. Una clase de proteínas necesarias para í a 
repiicación se unen con las ADN polimerasas, aumentando la actlvidad de las 
polimerasas y manteniéndolas unidas al molde de ADN para que continúen la 
síntesis de la nueva hebra de ADN. Tanto la polimerasa III de E. coli como la 
polimerasa S y ľ de eucariotas están asociadas a dos tipos de proteínas ac- 


(A) 







PCNA 


Polimerasa 


Figúra 5.8 

Proteínas accesorias a la polimerasa. 

(A) La proteína de enganche de carga 
(RFC en las células de mamíferos) se 
acopla al ADN en la unión entre el ceba- 
dor y et molde. La proteína de enganche 
deslizante (PCNA en las células de mamí¬ 
feros) se une adyacente a la RFC, unién- 
dose la ADN polimerasa a la PCNA. (B) 
Modelo de unión de la PCNA al ADN (B, 
de T. S. Krishna, X. P Kong, S. Gary, P. 
M. Burgers y J Kuriyan, 1994 Celí 79: 
1233.) 
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Figúra 5,9 

Acción de la helicasa y las proteínas de 
unión al ADN de hebra simple. Las heli- 
casas desenrollan las dos hebras del ADN 
parentales situado en la cabeza de la hor- 
quilía de replicación. Las hebras de ADN 
desenrolladas son estabilizadas por las 
proteínas de unión al ADN de hebra sim¬ 
ple de manera que puedan servír como 
moldes para la síntesis de un nuevo ADN. 


cesorias (proteínas de enganche deslizantes y proteínas de enganehe 
de carga) que sítúan a la polimerasa en el cebador y mantienen su 
asociación estable con el molde (Fig. 5.8). Las proteínas de enganche 
de carga (llamadas el complejo ; en E. colt y factor de replicación C en 
eucariotas f RFC |) específicamente reconocen y se unen al ADN de la 
zóna de unión entre et cebador y el molde. Las proteínas de enganche 
deslÍzantes(proíeína jí en E\ cofi y antígeno nuclear de proliferación 
celular [PCNA] en eucariotas) se une adyacente a las proteínas de 
enganche de carga, formando un anillo alrededor del ADN molde. Las 
proteínas de enganche descargan después la ADN polimerasa en el 
ADN en la unión entre el cebador y el molde. Ei anillo formado por las 
de enganche desNzante mantiene la asociación de la polimerasa con 
su molde durante la replicación, permitíendo la síntesis ininterrumpida 
de miles de nucleótidos de ADN 

Otras proteínas desenrollan la hebra molde de ADN y estabifizan regiones 
de una sóla hebra {Fig. 5.9). Las helicasas son enzimas quecalaltzan el desen- 
rollamiento del ADN parental, emparejadas con la hidrólisis de ATP, a la cabeza 
de la horquilla de la replicación. Proteínas de unión al ADN monocatenario 
(p. ej., el factor de replicación A eucariota [RFA]) estabilizan la hebra molde de 
ADN desenrollada, manteníéndola en un estado de hebra única extendida para 
que sea copiada por la polimerasa 

A medida que las hebras parentales se desenrollan, el ADN a la cabeza de 
la horquilla de replicación está siendo forzado a girar. Sin restricciones, esta 
rotación causaría que las moléculas de ADN circular (como el ADN de SV40 o el 
cromosoma de E. cofi ) se enrollaran sobre sí mišmaš, bloqueando eventual- 
mente la replicación (Fig. 5.10). Ešte problema lo resuelven las topoisomera¬ 
sas. enzimas que catallzan la rotura reversible y la unión de las hebras de ADN. 
Exísten dos tipos de estas enzimas: Topoisomerasas de tipo I que rompen solo 
una hebra de ADN: topoisomerasas de tipo II que introducen roturas simultá- 
neas en ambas hebras. Las roturas íntroducidas por los tipos I y II de las topoí- 
somerasas sirven como ejes de giro que permiten a las dos hebras molde de 
ADN rota r o pívotar libremente alrededor de la otra de manera que la replicación 
puede continuar sin e! enrollamiento del ADN a la cabeza de la horquilla (véase 
Fig. 5.10). Aunque los cromosomas eucariotas están compuestos por molécu¬ 
las de ADN lineares en lugar de circulares, su replicación también requíere to- 


Figura 5.10 

Acción de las topoisomerasas durante 
ta replicación dei ADN* (A) Una vez que 

tas dos hebras de ADN están desenrolla¬ 
das, el ADN que se encuentra en la cabe¬ 
za de la horquilla de replicación es forzado 
a rota r en dirección opuesta, de forma que 
las moléculas circulares se enrollan sobre 
sí mišmaš* (B) Ešte problema lo resuelven 
las topoisomerasas, que catalizan la rotu¬ 
ra y la unión reversibles de las hebras de 
ADN. Las roturas transitorias introducidas 
por estas enzimas actúan como eslabo- 
nes giratorios que permiten a las dos he¬ 
bras de ADN rotar libremente una sobre 
otra. 
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Rotura transitoria 
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rotación libre de 
las hebras de ADN 





Capítulo 5 * Replicación, mantenimiento y reorganización del ADN genómico • 187 


poisomerasas; si no los cromosomas completos tendrían que rotar continua- 
meňte durante la síntesis de ADN, 

La topoisomerasa de tipo II es necesaria no solo para desenrollar el ADN 
sino también para separar las nuevas moléculas replicadas de ADN circular que 
aparecen entrelazadas las unas con las otras. En las células eucariotas, ta to¬ 
poisomerasa II parece estar involucrada en la condensacíón mitdtica de los cro¬ 
mosomas. Además t estudios realizados en levaduras mutantes, asi como ex- 
perimentos en Drosophila y células de mamíferos, indican que la topoisomerasa 
II es necesaria para la separación de las cromátidas hijas durante la mitosis T 
sugiríendo que desempeňa una función de desenrollamiento de los lazos de 
nueva replicación del ADN en los cromosomas de eucariotas. 

Las enzimas implícadas en la replicación del ADN actuan de forma coordina- 
da para sintetizar las hebras conductora y tardía de ADN simultáneamente en la 
horquilla de replicación (Fig. 5.11). Esta característica esta acompaňada por la 
formación de dímeros de las polimerasas ADN replicativas (polimerasa III en E 
coii o polimerasa en eucariotas), cada una de ellas con sus proteínas acce- 
sorias adecuadas. Una molécuia de polimerasa actúa entonces en la síntesis 
de la hebra conductora mientras que otra molécuia actúa en la síntesis de la 
hebra tardía. La hebra tardía molde se cree que forma un lazo en la horquilla de 
replicación de manera que la subunidad de la polimerasa que participa en la 
síntesis de la hebra tardía se mueve en la misma dirección que la otra subuni¬ 
dad, que está síntetizando la hebra conductora. 
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Figúra 5.11 

Modelo de la horquilla de replicación 
de E. coii Una helicasa, una prímasa, y 
tíos moléculas de ADN polimerasa III lle- 
van a cabo la síntesis coordinada de las 
hebras conductora y tardía del ADN. El 
molde de la hebra tardía se pliega para 
que la polimerasa responsabľe de la sínte¬ 
sis de la hebra tardía se mueva en la mis¬ 
ma dirección que el movimiento de la hor- 
quílla. La topoisomerasa actúa como un 
eslabón giratorio en la cabeza de la hor¬ 
quilla, y la polimerasa i junte con una líga- 
sa eliminan los cebadores de ARN y unen 
los ťragmentos de Okazaki por detrás de 
la horquilla. 







188 • Sección li • FI u j o de la informáciou genética 


5 ! 


3 1 


5 ŕ 


3 ŕ 


La poiimerasa escinde 
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Figúra 5. í 2 

Doble lectura de la ADN poiimerasa, Se 

inoorpora G en lugar de A como resultado 
de un mal apareamiento con T en la hebra 
molde. Debido a ešte mal apareamiento, 
la G de! extremo 3 terminál no se une me- 
däante enlaces de hidrógeno a la hebra 
molde. Ešte error de emparejamiento en 
el extremo 3 de la cedená en crecimiento 
es reconocido y eliminado por la actividad 
exonucleasa 3 -5 de la ADN poiimerasa, 
q u len necesíta para con ti n u ar la síntesis 
un cebador unido por puentes de hidróge¬ 
no a la hebra molde. Tras la escisión de la 
G desapareada, la síntesis de ADN conti- 
nua con Ja incorporación del nucleótido 
correcto (A). 


Fidelidad de replicación 

La exactitud de la replicación del ADN es crítica para la reproducción celular, y 
las estimaciones de mutación para una variedad de genes índican que la fre- 
cuencia de errores durante la replicación corresponde tan solo a una base inco- 
rrecta por cada 10 y a 10 10 nucleótidos incorporados. Esta frecuencia de error es 
mucho menor que la predicha simplemente a causa del apareamiento de las 
bases complementarias. En particular, las diferencias de energia libre resultan- 
tes de cambios entre los enlaces de hidrógeno establecidos entre bases empa- 
rejadas correcta e incorrectamente, sólo son lo suficíentemente grandes como 
para favorecer la formación de pares de bases emparejadas correctamente 
unas 1.000 veces. Como consecuencia, la seleccíón de las bases determinada 
simplemente por los enlaces de hidrógeno entre bases complementarias, resul- 
taría en una frecuencia de error correspondiente a la incorporación de aproxi- 
madamente una base incorrecta por cada 10 3 . El aJto grado de fidelidad real- 
mente alcanzado es ei resultado de las actividades de la ADN poiimerasa. 

Uno de los mecanismos por los que la ADN poiimerasa aumenta la fidelidad 
de la replicación es ayudando a seleccionar la base correcta para la inserción 
en el nuevo ADN sintetizado. La poiimerasa no solo cataliza la incorporación de 
cuafquíer nucleótido unido por un puertte de hidrógeno a la hebra molde. En su 
lugar, discrímtna activamente en contra de la incorporación de una base desa- 
pareada, presumiblemente mediante la adaptacíón de la conformación de un 
par de bases correcto, El mecanismo molecular responsable de la capacídad de 
las ADN polimerasas para seleccionar en contra de bases incorrectas aun no se 
ha descifrado, pero esta selección parece aumentar la exactitud de la replica¬ 
ción alrededor de cien veces s reducíendo la frecuencia de error esperada de 
t0 -4 aproximadamente a 10“ 6 . 

El otro mecanismo principál responsable de la exactitud de la replicación del 
ADN es la actividad de doble lectura de la ADN poiimerasa. Como ya hemos 
dicho, la poiimerasa I de E. co//tíene una actividad exonucleasa 3 a 5 y 5 r a 3 . 
La exonucleasa de 5 r a 3' opera en la dirección de la síntesis de ADN y ayuda a 
eliminar los cebadores de ARN de los fragmentos de Okazaki, La exonucleasa de 
3' a 5ópera en dirección opuesta a la síntesis de ADN t y participa en la doble 
lectura del nuevo ADN sintetizado (Fig. 5.12). La doble lectura es efectiva porque 
la ADN poiimerasa necesita un cebador y no es capaz de iniciar la síntesis de 
nom Los iniciadores que están unidos por puentes de hidrógeno a! molde son 
los preferidos para su utiiización, asi que cuando una base incorrecta es incorpo- 
rada, se eliminará por la actividad de la exonucleasa 3 a 5' en lugar de continuar 
la síntesis, Tales actividades de las exonucleasas 3' a 5 también se encuentran 
asocíadas a la poiimerasa III de E. coíi y a las polimerasas eucariotas d y íl Las 
exonucleasas 3 r a 5 de estas polimerasas escinden selectivamente las bases de- 
sapareadas que han sído íncorporadas al final de una cadena de ADN en creci¬ 
miento, por lo que aumenta la exactitud de la replicación de cien a mi! veces más. 

La importancia de la doble lectura podría explicar et hecho de que las ADN 
polimerasas necesitan cebadores y que catalizan el crecimiento de las hebras 
de ADN soiamente en e! sentido 5 r a 3 . Cuando el ADN se sintetiza en el senti- 
do 5' a 3', la energia necesaria para la polimerización se deriva de la hidrólisis 
del grupo 5'-trifosfato de un dNTP libre y es aňadido al grupo 3 ŕ -hidroxiJo de la 
cadena creciente (véase Fig. 5.2). Si el ADN se tuviera que extenderen sentido 
3 r a 5, la energia de polimerización tendría que derivarse de la hidrólisis del 
grupo 5 -trifosfato del nucleótido terminál recién incorporado al ADN, Esto elimi- 
naría la posibilidad de la doble lectura, debido a que la eliminación de un nucleó- 
tido terminál desapareado también eliminaría al grupo 5 -trifosfato necesario 
como fuente de energia para la elongación de la cadena. Por tanto, aunque la 
capacidad de la ADN poiimerasa para extender un cebador en sentido 5' a 3 pa¬ 
rece hacer a la replicación u n proceso complicado, resulta necesario para ase- 
gurar la duplicación exacta del materiál genético. 
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Combinada con la capacidad de discriminar en contra de la inserción de 
bases desapareadas, la acíividad de doble lectura de las ADN polimerasas es 
suficiente para reducir la frecuenda de error de replicación a alrededor de una 
base desapareada por cada 10 9 , Mecanismos adicionales {discutidos en la sec- 
dón «Reparación del ADN») acíúan para eliminar las bases desemparejadas 
que han sido incorporadas en el nuevo ADN síntetizado, asegurando asi aún 
más la correcta replicación de la información genética. 

Orígenes e iniciáciou de la replicación 

La replicación del ADN procariota y eucaríota comienza en una única secuencia 
llamada origen de replicación, que sirve como un sitio específico de unión 
para proteínas que inician el proceso de replicación. E! primer origen descrito 
fue el de E coli, en cuyo análisis genético mostraba que la replicación siempre 
empezaba en un único sitio del cromosoma bacíeriano. El origen de E. coli se 
ha estudiado en detaile y se sabe que se compone de 245 pares de bases de 
ADN, elementos que sírven como sitios de unión para Jas proteínas necesarias 
para iniciar la replicación del ADN (Fíg. 5.13), El paso dave es la unión de una 
proteína iniciadora a secuencias específícas del ADN dentro del origen. La pro- 
teína iniciadora comienza desenrollando el origen del ADN y recluta a las otras 
proteínas implicadas en fa síntesis del ADN. La helicasa junto con proteínas de 
unión a! ADN monocatenario continúan desenrollando y presentando al ADN 
molde, y la primasa inicia la síntesis de las hebras conductoras. Se forman dos 
horquillas de replicación que se mueven en sentidos opuestos a lo largo del 
cromosoma circular de E, coli , 

El origen de la replicación en los virus de animales, como el SV4G, se ha 
estudiado como modelo para la iniciación de la síntesis en eucaríotas. SV40 
presenta un solo origen de replicación (consiste en 64 pares de bases) que 
funcíona tanto en células infectadas como en sisíemas íibres de células, La 
replicación comienza por una proteína codifícada por el virus (llamada antígeno 
T) que se une al origen y que actúa como helicasa. Se requiere una proteína de 
unión al ADN monocatenario para estabilizar a la hebra molde desenrollada. y 
un complejo ADN polimerasa 3 -primasa comienza entonces la síntesis de ADN, 

Aunque resulta suficiente un solo origen para dirigir la replicación de geno- 
mas bacterianos y virales. se necesitan múltiples orígenes para replicar los ge- 
nomas más largos de las células eucaríotas en un período de tiempo razonable. 
Por ejemplo, el genoma completo de E. co/i (4 x 10 6 pares de bases) se replica 
partiendo de un solo origen en unos 30 minutos. Si los genomas de mamíferos 
(3 x 10 9 pares de bases) se replicaran a partir de un solo origen esto requenría 

Figúra 5.13 

Origen de la replicación de E, co!L La replicación se inicia en un único sitio del cromo¬ 
soma de E, coli, denominado origen (on). Et primer acontecimiento es la unión de una 
proteína iniciadora al ADN on, que conduce el desenrollamiento parcial del molde, El ADN 
continúa desenrollándose debido a la acción de la helicasa y de las proteínas de unión al 
ADN de hebra simple, mientras que los cebadores son sintetizados por la prímasa. Las 
dos horquillas de replicación formadas en el origen se mueven en darecciones opuestas a 
Ic largo de la molécula de ADN circular. 
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alrededor de 3 semanas (30.000 minutos). El problema se exacerba porel hecho 
de que ef ritmo de Ja replicacíón del ADN en las células de mamíferos es diez veces 
menor que en E. cofi , posiblemente como resultado del empaquetamiento del ADN 
eucariota en cromatína, No obstaňte, el genoma de las células de mamíferos se 
replica en počas horas, necesitando el uso de miles de orígenes de replicación. 

La presencia de múltiples orígenes de replicación en las células eucariotas 
se demostró por primera vez mediante la exposictón de un culfivo de células de 
mamíferos a tímidina radiactiva duraňte intervafos de tiempo diferentes, segui- 
do de una autorradiografía para detectar el ADN recién sintetizado. Los resuita- 
dos de estos estudios indícaron que la síntesis de ADN se inicia en múltiples 
sítíos T desde donde se prosigue en ambas direcciones a lo largo del cromosoma 
(Fig, 5.14}, Los orígenes de replicación de las células de mamíferos se encuen- 
tran separados por intervalos de 50 a 300 kb aproximadamente; por lo que el 
genoma humano tiene alrededor de 30.000 orígenes de replicación. Los geno- 
mas de eucariotas simples también tlenen múltiples orígenes; por ejemplo, la 
replicación en levaduras se inicia en orígenes separados por unas 40 kb. 

Los orígenes de replicacíón de los cromosomas eucariotas han sido estudiados 
en levaduras, en las que se han identificado como secuencias que pueden soportar 
la replicación de plásmidos en células transformadas (Fig. 5.15). Esto ha proporcio- 
nado u n ensayo funcional para estas secuencias, y el aislam iento de otros muchos 
elemenfos (llamados secuencias de replicación autónoma, o ARSs, por las si“ 
glas del inglés autonomousfy repficafing sequences ). El papel de los orígenes de 
replicación se ha verifícado por un análisis bioquŕmico directo. no solo en plásmi* 
dos sino también en el ADN cromosómico de levaduras. 

Los elementos funcionales ARS se expanden alrededor de 100 pares de 
bases, incluyendo una secuencia centrál de 11 pares de bases común a mu¬ 
chos ARS diferentes (Fig. 5,16) Esta secuencia centra! es esencíal para lafun- 
ción de los elementos ARS y se sabe que es el sitio de unión para un compiejo 
(llamado compiejo del origen de replicación, o ORC, origin repiication com - 
pfex) que es necesarío para la inicíación de la replicación del ADN en los oríge¬ 
nes de las levaduras. El compiejo ORC parece reclutar a otras proteínas (inclui- 
das ADN helicasas) en el origen, to que conduce a inictar la replicación. El 
mecanismo de inicíación de la replicación del ADN en levaduras parece por 
tanto similar al de los virus procariotas y eucariotas; es decir, una proteína de 
inicíación se une específicamente a las secuencias de origen. 

Estudios subsiguíentes han demostrado que el papel de las proteínas ORC 
como iniciadores de la replicación está conservado en todos los eucariotas, 
desde las levaduras hasla los mamíferos, Sin embargo, los orígenes de replica¬ 
ción de otras eucariotas están mucho peor definidos que los elementos ARS de 
S. cerevisiae . En la levadura de fisión S porube , (as secuencias de origen se 
encuentran dispersas sobre aproximadamente 1 kb de ADN, Los orígenes de 
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Figúra 5.14 

Orígenes de replicación en los cromo¬ 
somas eucariotas. La replicación se ini¬ 
cia en múltiples orígenes (ori) t cada uno 
de los cuales produce dos horquillas de 
replicación. 
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LEU 2 


Células transformadas de levaduras 



| Placa en un medio carente de leucina 




I Gélu la s transformadas 
Jrde levaduras 






Placa en un medio carente 
Ide leucina 



de 

levaduras 

transformadas 


Obtención de n u m e ros as 
células t ran s fo rmada s d eb i do 
a que el plásmido se replica 
sin integración en 
el cromosoma 


S, porube carecen del sitio de unión claramente definido para ORC que poseen 
los elementos ARS de S, cerevisiae , pero contienen repeticiones de secuencias 
ricas en AT que parecen actuar como puntos de unión para el complejo ORC de 
S. pornbe. Se ha encontradoque un origen de repJicación de Drosophila abarca 
2 kb de ADN y contiene vartos puntos de unión de ORC, pero estas secuencias 
no se han definido. En mamíferos, algunos orígenes se han localizado en počas 
kb de ADN. En otros casos, sin embargo, la replícacíón puede iniciarse en múltn 
ples orígenes con grandes «zonas de iniciación» que abarcan de 10 a 50 kb. 
Asi, parece que las secuencias que definen los orígenes de replicación varían 
mucho entre eucariotas. aunque el papel de las profeínas ORC como inicíado- 
res de replicación se encuentra altamente conservado. 


Telómeros y telomemsa: replicación de los extrém os 
de los cromosomas 

Debído a que las ADN polimerasas sólo extienden los cebadores en sentido de 
5 a 3 , son incapaces de copiar los extremos 5 de las moléculas lineales de 


Figúra 5.15 

Identificación de los orígenes de repli¬ 
cación en levaduras. Los plásmidos I y ill 
contienen un gen mareador selectivo (LEU 
2) que permite a tas céiulas transformadas 
crecer en u n medio carente d e leucina, $o 
lamente el plásmido II contiene un origen 
de replicación (ARS), La transformación de 
las levaduras con el plásmido i produce ex- 
clusivamente células transformadas raras 
en las que el plásmido se ha mtegrado en 
el ADN cromosorriico, El plásmido N, sin 
embargo, es capaz d e replicarse sin la in- 
fegración en el cromosoma de la levadura 
(replicación autónoma), de manera que se 
obtiene u n número mayor de células trans- 
formadas a part i r de s u introducción en las 
células de levaduras. 
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Figúra 5,16 

Elemente ARS de levaduras. El ele- 

mento contiene una secuencia consenso 
ARS de 11 pares de bases (ACS), que es 
el sitio de unión especŕfico para el comple- 
jo del origen de replícación (ORC). Otros 
tres elementos adicionales (BI, B2 y B3) 
que individualmente no son esenciales, 
contribuyen a la función de ARS. 



ADN, Como consecueneia, se requieren mecanismos especiales para replicar 
ias secuencias terminales de los cromosomas lineales de tas eélulas eucario- 
tas, Estas secuencias (telómeros) se componen de repetíciones en tändem de 
secuencias simples de ADN (véase Cap, 4). Son replicadas por la acción de una 
enzima unica llamada telomerasa. que es capaz de mantener a los telómeros 
catalizando de su síntesis en ausencia de una hebra molde de ADN, 

La telomerasa es una transcriptasa inversa, una de Ias clases de Ias ADN 
polimerasas, descubiertas por primera vez en retrovirus (véase Cap. 3), que 
sintetizan ADN a partir de un molde de ARN. Cabe destacar que la telomerasa 
porta su propio molde de ARN, que es complementario a Ias secuencias repeti- 
das de los telómeros, como parte del comptejo enzímátíco. Ef uso de ešte ARN 
como molde permite a la telomerasa generar múltiples copias de Ias secuencias 
repetídas teloméricas, manteniendo por tanío a los telómeros en la ausencia de 
un molde de ADN convencional para dirigir su síntesis. 

El mecanismo de acción de la telomerasa fue descubierto en 1985 por 
Carol Greider y Elisabeth Blackburn con los estudios del protozoo Tetrahy- 
mena (Fig* 5.17). La telomerasa de Tetrahymena está unída a un ARN de 
159-nucleótídos de longitud que incluye la secuencia 3'-AACCCCAAC-5\ 
Esta secuencia es complementaria a la repetición telómerica de Tetrahymena 
(5-TTGGGG-3) y sirve como molde para la síntesis del ADN telomérico. 
La utilización de ešte ARN como molde permite a ia telomerasa extender el 
extremo 3' del ADN cromosómico una unidad de repetición detrás de su longi- 
tud originál. La hebra complementaria puede ser entonces sintetízada por el 
complejo polimerasa x-primasa utilizando como iniciador al ARN convencional. 
La eliminaeión de los ARN cebadores deja un extremo 3 del ADN cromosómico 
suelto, que puede formar lazos al final de los cromosomas eucariotas (véase 
Fig, 4,22). 

La telomerasa ha sido identificada en una gran variedad de eucariotas, y los 
genes codíficadores de los ARN de ésta se han clonado en Tretahymena, levadu¬ 
ras, ratones y humanos. En cada caso, el ARN de la telomerasa contiene secuen¬ 
cias complementarias a la secuencia telomérica repetida de ešte organismo (véase 
Tabla 4.3). Además. la introducción de genes mutantes del ARN de la telomera¬ 
sa en levaduras han dado como resultado alteraciones correspondientes a Ias 
secuencias cromosómicas teloméricas repetídas. demostrandodirectamente la 
función de la telomerasa en el mantenimiento de los extremos de los cromoso¬ 
mas eucariotas. 


Reparación del ADN 

El ADN, como cualquier otra molécula, es capaz de participar en diversas reac- 
ciones químicas, Debido a que sólo el ADN sirve de copia permanente del geno- 
ma celular los cambios en su estructura tienen más transcendencia que altera¬ 
ciones en otros componentes celulares, como el ARN o las proteŕnas, Las 
mutaciones pueden surgir de la incorporación de bases incorrectas durante la 
replicación del ADN. Además, se producen diversos cambios bien espontáneos 
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Figúra 5.17 

Acción de la teíomerasa. EI ADN telo- 
mérico es una secuencia repetida simple 
con un extremo 3 suelto en la hebra con¬ 
ductora recién sintetizada. La telomerasa 
lleva consigo su propia molécula de ARN, 
que es complementaria al ADN teloméfi- 
co, como parte del complejo enzimático. 
Eí extremo suelto del ADN telomérico se 
une al ARN de la telomerasa, que luego 
servirá como molde para la extensión de 
la hebra conductora en una unidad más 
de repetición. La hebra tardía del ADN te- 
íomérico puede ser a su vez sintetizada 
mediante iniciación convencional de ARN 
y actividad polimerasa del ADN. 



ADN telomérico 
extendido en una 
unidad d e repetición 


(Fig. 5.18) o como resuftado de la exposición a agentes químicos o radiación 
(Fig + 5.19). Ešte tipo de danos en el ADN pueden bloquear la replicación o la 
transcripción, pudiendo dar lugar a una alta frecuencia de rriutaciones-conse- 
cuencias que son inaceptables desde el punto de vista de la reproducción celu- 
lar. Para mantener la íntegridad de sus genomas, las células han tenido por 
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tanto que desarrotlar mecanismos de reparaeión del ADN daňado, Estos meca- 
nismos de reparaeión dei ADN se pueden dividir en dos clases principales: (1) 
inversión directa de la reacción química responsable del daňo al ADN. y (2) 
eliminación de las bases daňadas seguida de su reposición con ADN recién 
sintetizado. Allä donde la reparaeión del ADN falla, las eélulas han desarrollado 
mecanismos adicionales que permiten a estas aeabar con los daňos. 

Inversión directa dei ADN daňado 

La mayoría de los daňos producidos en el ADN son reparados mediante la elimi¬ 
nación de las bases daňadas seguida de fa síntesis de la región escindida. Algu- 
nas lesiones en al ADN, sin embargo, se pueden reparar medíante inversión 
directa del daňo, pudiendo ser un camino más eficlente a la hora de tratar con 
tipos específicos de daňos al ADN que se dan con frecuencia. Tan solo ciertos 
tipos de daňos al ADN se reparan de esta forma, en particular los dímeros de 
pirimidina que resultan de la exposíción a la luz ultravíoteta (UV) y los resíduos 
de guanina alquilada que se han modifícado por la adición de grupos metilos y 
etilos en la posición O 6 del anillo de purina. 

La luz UV es una de las fuentes más importantes de daňo al ADN y también 
es la forma más estudiada de ADN daňado en términos de mecanismos de repa- 
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Figúra 5.18 

Daňo espontáneo del ADN. Existen dos 
formas fundamentales de daňo espontá¬ 
neo del ADN: (A) desaminación de adeni¬ 
na, citosina y guanlna f y (B) depurinación 
(pérdida de bases de purina) a causa de la 
rotura del enlace entre tas bases de purina 
y la desoxirribosa, dejando un sitio apurí- 
nico (AP) en el ADN. dGMP = desoxígua- 
nosina monofosfato. 



dGMP Sitio AP 
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(B) Alquilación 
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ración. Su importancia se ilustra por el hecho de que la exposición a la radiación 
sóla r U V es la causa de la mayorŕa de los cánceres de piel humanos. El principál 
tipo de daňo inducido por la luz U V es la formación de dímeros de pirimidina, en 
ios que las pirimidinas adyacentes en la misma hebra de ADN están unidas por la 
formación de un anillo de ciclobutano que resulta de la saturación de los dobles 
enlaces entre el carbono 5 y el 6 (véase Fig. 5,19A). La formación de díchos 
dímeros distorsiona la estructura de la cadena de ADN y bioquea la íranscripción 
o replicación al pasar por el daňo, de manera que su reparación esta refacionada 
con la capacidad de las célufas para sobrevivir a la radiación. U no de los meca- 
nismos de reparación de los dímeros de pirimidina inducidos por UV es la inver- 
sión directa de la reacción de dimenzacíón. El proceso se denomina fotorreacti- 
vación puesto que la energia derivada de la luz visible se utiliza para romper el 
anillo ciclobutano (Fig. 5,20). Las bases originales de pirimidina continúan en el 
ADN, ahora repuestas a su estado normál, Tal y como se esperaría del hecho de 


Figúra 5 19 

Ejemplos de daňos al ADN inducidos 
por radiación y agentes quínrucos. (A) La 

luz U V induce la formación de dímeros de 
pirimidina, en ios que dos pirimidinas 
adyacentes (p. ej., timinas) se unen me- 
dianie un ciclobutano en estructura de 
anillo. (B) La alquílacíón es la adición de 
grupos metílo o etilo en posiciones diver- 
sas en las bases de ADN, En ešte ejem- 
plo, la alquilación de Ja guanina en posi- 
ción O* da lugar a la formación de una Q 6 - 
metilguanina. (C) Muchos carcŕnógenos 
(p. ej,, benzo-(a)pireno) reaccionan con 
las bases del ADN. producientío la adición 
de grupos químicos voluminosos a la mo- 
lécula de ADN. 
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Figúra 520 

Reparación direcla de u n dímero de ti¬ 
mina. Los dimeros de timina inducidos 
por la radíación UV se pueden reparar me- 
diante fotorreaetivación. en la que la ener¬ 
gia procedente de la luz visible se utiliza 
para dividir los enlaces formados en el 
anillo de cíclobutano. 


Figúra 5.21 

Reparación de una O e -metilguanina. 

Una 0 H -metil guanina metiltransferasa trans¬ 
fere el grupo metilo de la 0 & -metilguanina 
a un residuo de cisteína en el sítío de acti- 
vacíón de la enzima. 


que la radiación solar UV es la fuente principál de daňos al ADN en dtversos tipos 
decélulas, la reparación porfotoactivación de los dímeros de pirimidína es común 
en una variedad de células procariotas y eucariotas, incluyendo E. coli , levadu- 
ras T y algunas especies de plantas y animales. Cnriosamente, sin embargo, la 
fotorreactivación no es universal; muchas especies (incluyendo los humanos) 
carecen de ešte mecanísmo de reparación del ADN. 

Otra forma de reparación directa corresponde al daňo producido por la reac- 
ción entre agentes alquilantes y el ADN. Los agentes alquílantes son compues- 
tos reactivos que son capaces de transferir grupos metilo y etilo a una base de 
ADN, modificando por tanto químicamente la base (véase Fig, 5.20B). Un tipo de 
daňo parlicularmente importante es la metilación de la guanina en posicíón 0 6 f 
debido a que el producto, O s -metilguanina, forma pares de bases complementa- 
rías con timina en lugar de citosina. Esta lesión puede ser reparada por una enzi¬ 
ma {liamada 0 6 -metilguanina metiltransferasa) que transftere el grupe metilo 
desde la 0 6 -metilguanina al sitio activo de un residuo de cisteína (Fig. 5.21 ) t Por 
tanto se elimina la modificación química mutagénica potenciál, y se restaura la 
guanina originál. Las enzimas que catalizan esta reaccíón directa de reparación 
se encuentran en abundancia en procariotas y eucariotas, tncluidos los humanos. 


Reparación por escisión 

Aunque la reparación directa es una manera efíciente de tratar con tipos particu- 
lares de daňos al ADN, la reparación por escísión abarca la reparación de gran 
variedad de alteraciones químicas en el ADN. En consecuencia, los diferentes 
tipos de reparación por escisión son los mecanismos más importantes de repara- 
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ción del ADN en las células procariotas y eucariotas. En la reparación por esci- 
síón, e! ADN daňado es reconocido y eliminado, como bases independientes o 
como nucleótidos. El espacio vacŕo generado se rellena eon la síntesis de una 
nueva hebra de ADN, utílizando la hebra complementaria no daňada como mol- 
de. Los tres tipos de reparación por escisión —reparación por escisión de base. 
reparación por escisión de nucleótido y reparación del desapareamienío— permi- 
ten a las células resolver una variedad de típos diferentes de ADN daňado. 

La reparación de un ADN que contiene uraeiio es u n buen ejemplo de la repara¬ 
ción por escisión de base, en la que bases daňadas de forma única son recono- 
cidas y eliminadas de la molécula de ADN (Fig, 5,22). El uracilo puede surgir en el 
ADN por dos mecanismos: (1) el uracilo (como dUTP [desoxiuridina trifosfato]) se 
incorpora ocasionalmente en el lugar de una timina durante la síntesis del ADN, y 
(2) el uracilo se puede formar en el ADN por la desaminación de una citosina (véa- 
se Fig. 5,18A). El segundo mecanismo es de mayor importancia biológica puesto 
que altera el patrón normál de pares de bases complementarias lo que representa 
un acontecimiento mutagénica La escisión del uracilo en el ADN esía catalízada 
por la ADN glicosilasa, una enzima que rompe el enlace de unión de la base de 
uracilo con el esqueleto de desoxirribosa del ADN. Esta reacción produce un uraci¬ 
lo libre y un sitio apirimidínico —un azúcar sin base—. La ADN glucostlasa también 
reconoce y elimína otras bases anómalas, incluyendo la hipoxantina formada por la 
desaminación de adenína, dímeros de pirimidina, purinas alquiladas distintas 
que la 0 § -alquilguanina, y bases daňadas por oxidación o radiación ionizante. 

El resultado de !a acetón de la ADN glicosilasa es la formacíón de un sitio 
apirimidínico o apurínico (generalmente llamado sitio AP) en el ADN. Se forman 
sitios AP similares como resultado de la pérdída espontánea de bases de purina 
(véase Fig. 5,18B) ľ que se da en proporciones signifícativas bajo condiciones 
celulares normales. Por ejemplo, cada célula en el cuerpo humano se estima 
que pierde varios miles de bases de purina diariamente. Estos sitios son repara- 
dos por la AP endonucieasa, que rompe de forma adyacente a! sitio AP (véase 
Fíg. 5.22). La desoxirribosa restante por tanto se elimína, y el espacio de una 
sóla base resultante es rellenado por la ADN polimerasa y la ligasa. 

Mientras que la ADN glicosilasa reconoce solamente formas específicas de 
bases daňadas, otro sistema de reparación reconoce a una gran variedad de 
bases daňadas que distorsionan a la molécula de ADN, incluyendo dímeros de 
pirimidina inducidos por UV y grupos volumínosos aňadidos a las bases de ADN 
como resultado de la reacción de muchos carcinógenos con el ADN (véase Fig. 
5.19C), Esta forma tan extendída de reparación del ADN se conoce como repa¬ 
ración por escisión de nucleótidos, debido a que las bases (p. ej., un dímero 
de timina) son eliminadas como parte de un oligonueleótido que contiene la 
lesíón (Fíg, 5.23). 

En E. coii , la reparación por escisión de nucleótidos esta catalízada por los 
productos de tres genes (uvrA t B , C) que fueron identifícados debido a que las 
mutaciones en estos loci resultan extremadamente sensibles a la luz UV. La 
proteína UvrA reconoce al ADN daňado y recluta a UvrB y UvrC al sitio de ta 
tesión. UvrB y UvrC entonces rompen los extremos 3 y 5‘ del sitio daňado, 
respectivamente, y por tanto esetnden un oligonueleótido que consíste en 12 ó 
13 bases. El complejo UvrABC con frecuencia se denomina escinucleasa, un 
nombre que refleja su capacidad para escindir un oligonueleótido. Posterior- 


Figura 5 .22 

Reparación por escisión de bases. En ešte ejemplo, el uracilo (U) se ha formado por 
desaminación de la citosina (C) y es por tanto opuesto a una guanina (G) en la hebra compie- 
mentaria del ADN. El enlace entre el uracilo y la desoxirribosa lo rompe una ADN glicosilasa. 
dejando un azúcar sin base unido al ADN (un sitio AP). El sitio es reconocido por una AP 
endonucieasa, que rompe la cadena de ADN. La desoxirribosa restante es elimína da por la 
desoxirríbosafosfodiesterasa. El espacio que resutta lo rellena la ADN polimerasa y lo une 
una ligasa, conduciendo a la incorporación de la base correcta (C) opuesta a G. 
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meňte se requrere la acción de una helicasa para efiminar al oiigonudeótido que 
contiene el daňo de la moléc u la de ADN de doble hélice, y el espacio resultante 
šerá rellenado por la ADN polimerasa I y unido por la ligasa. 

Los sistemas de reparación por escisión de nucleótidos se han estudiado 
extensamente en eucariotas, en particular en levaduras y en humanos. En leva- 
duras, como ocurre en E. cofi , se han identificado diversos genes impllcados en 
la reparación del ADN (llamados genes RAD por sensibles a la radación) me- 
diante el aislamiento de mutantes con sensibilidad aumentada a la luz UV. En 
humanos, los genes de la reparación del ADN se han identificado mediante e! 
estudio de individuos que sufren de enfermedades hereditarias que resultan de 
las defíciencias en la capacidad de reparar el ADN daňado. De estas enfermeda- 
des la más estudiada es el xeroderma pigmentosum (XP). un desorden genético 
raro que afecta aproxímadamente a uno de cada 250,000 individuos. Los indivi¬ 
duos con esta enfermedad son extremadamente sensibles a la luz U V y desarro- 
íían múltiples cánceres de plel en las regiones del cuerpo que están expuestas a la 
luz sóla r En 1968 Ja mes Cleaver hizo el descubrimiento dave de que las células 
en cultivo de padentes con XP tenían deficiencias en llevar a cabo el sistema de 




Reconocímiento del dano 
Certe por nucleasa 


Helicasa 


Oiigonudeótido 

escinditio 



Figúra 5.23 

Reparación por escisión de nucleóti¬ 
dos de los dímeros de timina. El ADN 

daňado es reconocido y después cortado 
a ambos lados del dímero de timina por 
las nucleasas 3 y 5 . El desenrollanniento 
por una helicasa produce la escisión de un 
oligonucleótido que contiene las bases 
daňadas, El espacio resultante lo rellena 
la ADN polimerasa y lo une una ligasa. 


ADN polimerasa 
Ligasa 


v 
















































































C a p í t u I o 5 • Repltcaciórt, mantenimiento y reorganizacíón d e 1 ADN genómico • 199 


reparación por escisíón de nucleotidos. Esta observación no solo proporcionó ia 
primera conexión entre la reparación del ADN y el cáncer, sino que sugírió el uso de 
células X P como sistema experimentaí para identificar a los genes humanos repa- 
radores del ADN, La identíficación de los genes humanos reparadores del ADN se 
ha llevado a cabo mediante estudíos no solo con células XP r sino con otras dos 
enfermedades humanas que resultan de defeclos en la reparación del ADN (Sín- 
drome de Cockayne y tricotíodi strof ia) y con mutantes sensibles a U V procedentes 
de ifneas celulares de roedores. La disponibilidad de células de los mamíferos con 
defectos en la reparación de! ADN ha permltido la clonación de genes reparadores 
basada en la capacidad de los alelos de tipo satvaje de restaurar la sensíbilidad 
normál al U V en ías células mutantes mediante ensayos de transferenda de genes t 
dejando una puerta abierta a los análisis experimentales de reparación por escisíón 
de nucleotidos en las células de los mamíferos. 

La clonación molecular hasta ahora ha ídentíficado siete genes de repara¬ 
ción diferentes (designados desde XPA hasta XPG) que mutados en los casos 
de xeroderma pigmentosum, como en algunos casos de síndrome de Cockay¬ 
ne, tricotiodistrofia, y mutantes sensibles a la radiación UV de células de roedo¬ 
res, Las proteínas codificadas por estos genes de reparación del ADN de mamí¬ 
feros están muy relacíonadas con las proteínas codificadas por los genes RAD 
de levaduras, lo que indica que la reparación por escisión de nucleotidos está 
muy conservada entre los eucariotas. Con la disponibilidad de genes de repara¬ 
ción de levaduras y mamíferos clonados, ha sido posible purificar tas proteínas 
que codifican y desarrollar sistemas in vitro para estudiar sus papeles en el 
proceso de reparación (Figúra 5.24). El paso iniciál de la reparación por esci¬ 
sión en las células de mamífero implica el reconocimíento de un fallo en el apa- 
reamiento de bases mediante un complejo formado por XPC y una proteína 
denominada hP!R23B, que es un homólogo de la proteína Rad23 de levaduras, 
Esto es seguido del recEutamiento de las proteínas XPB. XPD y XPG al ADN 
afectado. Las proteínas XPB y XPD son componentes de un factor de transcrip- 
ción de múlttples subunidades (denominado TFIIH) necesario para iniciar la 
transcripción de los genes eucariótícos (véase Capítulo 6); actúan como helica- 
sas para desenrollar aproxlmadamente 30 pares de bases de ADN en torno al 
punto daňado. La proteína XPA entonces actúa para confirmar el daňo, y reclu- 
ta a XPF como un heterodímero con ERCC1 (proteína de reparación identifica- 
da en células de roedores sensibles a la radiación UV) al compfejo de repara¬ 
ción. XPF/ERCCt y XPG son endonucleasas, que escínden el ADN en los 
extremos 5' y 3 J del punto dahado r respectivamente. Esta escisíón libera un 
olígonucleótldo que está formado por aproxlmadamente 30 bases. El hueco re- 
sultante es ahora rellenado por la ADN polimerasa č o (en asociación con RFC 
y PCNA) y sellado por la ligasa, 

Mientras que el complejo XPC/hHR23B puede reconocer el ADN daňado a 
lo largo del genoma, una forma alternatíva de reparación por escisión de nu- 
cleótidos, denominada reparación acoplada a ta transcripción, se dediča es- 
pecíficamente a la reparación del daňo en el interior de genes activamente 
transcritos. Una conexión entre la transcripción y la reparación fue sugerida en 
primer lugar por experimentos que demostraban que las hebras transcritas de 
ADN se reparan más rápido que las hebras no transcritas, tanto en E. cofic omo 


Figúra 5.24 

Reparación por escisión de nucleotidos en células de mamífero. El daňo del ADN 
(p. ej., un dímero de timina) es reconocido por el complejo XPC/hHR23B. El factor de 
transcripción TFIIH, que contiene las halicasas XPB y XPD y XPG son reclutados al ADN 
daňado. Después del desenrollamiento del ADN por parte de XPB y XPD. el daňo es 
confimnado por XPA y entonces es reclutado el complejo XPF/ERCC1. A continuación el 
ADN es escindidopor las endonucleasas XPF/ERGC1 y XPG, escindiendoel oligonucleó- 
lído daňado. El hueco resultante es rellenado por la ADN polimerasa y sellado por la 
ligasa 
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Figúra 5.25 

Reparacíón acoplada a \a transcripción en células de mamífero, La ARN polímerasa 
se detiene en la lesión de la hebra de ADN que se transcribe. La ARN polímerasa detenida 
es reconocida por las proteŕnas de reparacíón acopladas a la transcripción CSA y CSB. 
que reclutan a TFIIH y XPG al ADN danado, La reparacíón entonces procede por fa vía de 
reparacíón por escisión generál 


en células de mamífero. Ya que el ADN danado bloquea la transcripción, se 
eree que esta reparacíón acoplada a la transcripción resulta ventajosa permi- 
tiendo que la célula repare preferentememte e! daňo a genes que se expresan 
activamente. En E . co//, el mecanismode reparación acopladoa la transcripción 
implica el reconocimiento de la ARN polimerasa detenida en la lesión de la he- 
bra de ADN que se está transcribiendo. La ARN polímerasa detenida es recono¬ 
cida por una proteína denomínada factor de reparación acoplado a la transcrip¬ 
ción, que desplaza a la ARN polimerasa y recluta la escinucleasa UvrABC al 
sitio danado. 

En células de mamífero* la reparación acoplada a la transcripción implica el 
reconocimiento de la ARN polimerasa detenida, por parte de las proteinas CSA 
y CSB, que están codificadas por los genes responsables del síndrome de Coc- 
kayne (Fig. 5.25), En contraste con pacientes con xeroderma pigmentosum, los 
pacientes con el síndrome de Cockayne son espeeíficamente deficientes en la 
reparación acoplada a la transcripción, lo que resulta consecuente con el papel 
de CSA y CSB como factores de reparación acoplada a la transcripción. CSA y 
CSB aclúan anälogamente al complejo XPC/hHR23B en el reclutamiento de 
XPA y el complejo XPF/ERCCI, y a la escisión del oligonucleotido danado. La 
reparación acoplada a la transcripción ahora procede de forma simílar a la repa¬ 
ración por escisión de nucleótidos generál, excepto por e! reconocimiento iniciál 
de la ARN polimerasa detenida por parte de CSA y CSB, en lugar de su recono¬ 
cimiento directo por el complejo XPC/hHR23B. 

Un tercer sístema de reparación reconoce a las bases no complementarias 
que se incorporan durante la replicación del ADN. Muchas de estas bases no 
complementarias se eliminan por la actividad de la doble iectura de ia ADN 
polímerasa. Las que se pierden son el objetivo de una corrección posterior por 
parte del sistema de reparación no complementaria, que barre de nuevo al 
ADN replícado. Si se encuentra una no-complementariedad. las enzímas de 
ešte sístema de reparación son capaces de identificar y escindir la base no 
complementaria espeeíficamente de la hebra de ADN recién replieada, permi- 
tiendo que se corrija el error y la secuencia originál sea reemplazada 

En E, co/i la capacidad del sistema de reparación no complementaria para 
distinguir la hebra de ADN parental de la hebra de ADN recién sintetizada se 
basa en el hecho de que el ADN de esta bacteria se modifíca por la metilacíón 
de los residuos de adenina en la secuencia GATC para farmár 6-metiladenina 
(Fig, 5,26). Puesto que la metilacíón oeurre después de la replicación, las he¬ 
bra s de ADN recién sintetizadas, no están metiiadas y pueden ser reconocidas 
espeeíficamente por las enzimas del sistema de reparación no complementaria. 
La reparación no complementaria se inícia con ta proteína MutS, que reconoce 
la no-complementariedad y forma un complejo con otras dos proteinas llamadas 
MutL y MutH. La endonucleasa MutH rompe la hebra de ADN sin metilar en la 
secuencia GATC. MutL y MutS actúan después juntas con una exonucleasa y 
una helicasa para escindir el ADN entre fa «brecha» de la hebra y la no-comple- 
mentariedad, dejando u n espacio que lo rellenaran la ADN polimerasa y la figasa 

Los eucariotas tienen un sistema de reparación no complementaria símilar. 
aunque el mecanismo por el que las células eucariotas ídentifican aJ ADN recién 
sintetizado es distinto al usado por E. cofi. En las células de los mamíferos, 
parece ser que la específicídad de la hebra para la reparación no complementa¬ 
ria no está determinada por la metilacíón del ADN. En su lugar, estä determina- 
da por la prešencia de roturas de hebra simple (que estarán presentes en el 
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Figúra 5.26 

Reparación de apareamientos en E cott L El sistema de reparación de apareamientos 
detecta y esctnde las bases despareadas en el ADN recién replicado, que se diferencia de 
la hebra parental debido a que todavía no ha sido metilada. MutS se une a ta base desa- 
pareada, seguido do MutL La uníón a MutL activa a MutH, que rompe a la hebra no 
modificada opuesta al sitio de la metilación. MutS y MutL, junto con una heítcasa y una 
exonucleasa, escinden la porción de la hebra no modificada que contiene el desaparea- 
miento. La ADN polimerasa rellena el espacio que finalmente queda unido por la tigasa, 


ADN recién replicado) o asociaciones con los homólogos eucarióticos de MutS 
y MutL con la maquinaria de replicación, pueden especificar la hebra a reparar, 
A continuación, los homólogos eucariotas de MutS y MutL se unen a la base no 
complementaria y escinden al ADN entre la rotura de la hebra y la base no 
complementaria, como en E. cofi. La importancia de ešte sistema de reparación 
se verifica dramáticamente por el hecho de que mutaciones en los homólogos 
humanos de MiŕSy Múti son responsables de un tipo de cáncer de colon here- 
ditario (cáncer colorrectal hereditario no poliposo. o HNPCC). HNPCC es una 
de las enfermedades hereditarias más comunes; afecta a uno de cada 200 indí- 
viduos y es responsable del 15% de todos los cánceres colorrectales en los 
Estados Unidos. La relación entre el HNPCC y los defectos de la reparación no 
complementaria se descubrió en 1993, cuando dos grupos de investígación clo- 
naron al homótogo humano de MutS y encontraron que las mutaciones en ešte 
gen eran tas responsables de casi la mitad de todos los casos de HNPCC, 
Estudios poste riores han demostrado que ta mayoría de los casos restantes de 
HNPCC están causados por mutaciones en uno de los tres genes humanos que 
son homólogos a MutL Defectos en estos genes parecen resultar en una eleva- 
da freeuencia de mutaciones en otros genes celulares, con una elevada proba- 
bilidad correspondiente de que alguna de estas mutaciones finalmente desen- 
cadene el desarrollo de cáncer. 
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Reparación propensa al error 

Los sistemas de reversión directa y la reparación por escisión actúan para co- 
rregtr daňos del ADN antes de la replicación, para que la sŕntesis de ADN repli- 
cativo pueda proceder empleando una hebra de ADN no daňada como molde. 
Si estos sistemas fallasen, sin embargo, la célula posee mecanismos alternati- 
vos para tratar el ADN daňado en la horquílla de replicación. Los dimeros de 
pirimidina y muchos otros tipos de lesiones no pueden copiarse por la acción 
normál de las ADN polímerasas, asi que la replicación se bloquea en puntos con 
dichas lesiones. Sin embargo, las células también poseen varias ADN polimera- 
sas especializadas capaces de replicar a través de un punto de ADN daňado. 
La replicación del ADN daňado por estas polimerasas especializadas puede 
llevar frecuentemente a la incorporación de bases incorrectas, de modo que 
esta forma de hacer frente al ADN daňado se denomina reparación propensa 
al error. 

La primera ADN polimerasa propensa al error fue descubierta en E . co//en 
1999. Esta enzima t denominada polimerasa V, es inducida en respuesta a una 
extensa irradiación UV y puede sintetizar una nueva hebra de ADN opuesta a 
undímero detimina (Fig. 5.27). Otras dos ADN polímeras de E. cofi, las políme- 
rasas II y IV, se tnducen de forma simílar por el ADN lesionadoy funcionan en la 
reparación propensa al error. Las céíulas eucarióticas también contíenen múlti- 
ples ADN polimerasas propensas al error, asi se han descrito nueve enzimas de 
ešte tipo en el hombre hasta la fecha. Todas estas ADN polimerasas propensas 
al error muestran una baja fídelidad cuando copian ADN no daňado, con tasas 
de error que oscilan entre 100 y 10,000 veces superior que las tasas de error de 
las ADN polimerasas replicativas nomnales (p. ej,, la polimerasa III de E. coíi o 
las polimerasas Ó y r. de eucariotas). Además, las polimerasas propensas al 
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Figúra 5,27 

Reparación post-repfícación. La pre¬ 
vencia de un dímero de timina bloquea la 
repíicación, pero la ADN poiimerasa pue- 
de esquivar la lesión y reintcíar la replica- 
ción en un lugar nuevo eurso abajo del dí¬ 
mero. E i resuitado es u n espacio o gap 
opuesto al dímero en la hebra de ADN re- 
cién sintetizada. En la reparación recom- 
binatoria, ešte espacio o gap se rellena 
por la recombinacíón con ía hebra paren¬ 
tal sin daňar. Aunque esto deja un espacio 
en la hebra parental inlacta, el espacio o 
gap puede reilenarse mediante la acción 
de la poiimerasa y Itgasa, utilizando a la 
hebra hija Intacta como molde, S e forma n 
por tanto dos moléculas mtactas de ADN, 
y el dímero de timina evenlualmente pue¬ 
de ser eliminado por escisión. 


error carecen de la actividad correctora 3' —> 5' que caracteriza a las ADN poli- 
merasas replicativas normales (véase Fig. 5,12), 

Es importante notár, sin embargo, que las poľtmerasas propensas al error 
están especíalizadas en la ínserción de la base correcta opuesta a lesiones 
específicas en el ADN daňado, y por tanto pueden sintetizar con precisión una 
nueva hebra empleando algunas formas de ADN daňado como molde. Por 
ejemplo, la poiimerasa V de E, coli reconoce específicamente los dímeros de 
timina e inserfa correctamente AA en la hebra opuesta. Por otro lado, la políme- 
rasa V comete una elevada frecuencia de errores cuando sintetíza una nueva 
hebra de ADN opuesta a otras formas de ADN danado. Asi, estas enzimas son 
capaces de ŕnsertar específicamente las bases correctas opuestas a ciertas 
formas de lesiones del ADN, aunque son ^propensas al error» cuando insertan 
bases opuestas a otras formas de ADN daňado o en la síntesis de ADN a apartir 
de un molde de ADN normál no daňado. 

Repa raci ó n reco mbin a to r i o 

Otro modo de reparación del ADN, ta reparación recombinatoria, se basa en 
la sustitucfón del ADN daňado mediante la recombinacíón con una molécula 
sana. Ešte mecanismo es utilizado frecuentemente para reparar lesiones en- 
contradas durante la repíicación del ADN, donde ta presencia de dŕmeros de 
timina u otras lesiones que no pueden ser coptadas por Jas ADN polimerasas 
replicativas normales bloquean el avance de la horqutlla de repíicación. La repa¬ 
ración recombinatoria depende del hecho de que una hebra del ADN parental 
estaba sana y por lo tanto, se copió durante la repíicación para dar lugar a una 
molécula hija normál, que entonces podrá usarse para reparar la hebra daňada. 

Los mecanísmos molecufares de la reparación recombinatoria no se corrv 
prenden por compteto y pueden variar entre los distlntos típos celutares, pero se 
presenta un modelo ilustrativo en la Figúra 5.28. En ešte ejemplo. Ja repíicación 
normál está bloqueada por ta presencia de un dímero de timina en una hebra 
del ADN. Más adelante del punto daňado, sin embargo, la repíicación puede 
íniciarse de nuevo por la síntesis de un fragmento de Okazakí y puede proceder 
a lo largo de la hebra molde. El resuitado es una hebra hija que posee un hueco 
opuesto af punto daňado en la hebra parental. La hebra parental sana, que se 
ha repiicado para dar lugar a una molécula hija normál, puede entonces utilízar- 
se para rellenar el hueco opuesto al punto daňado por recombinacíón entre 
secuencias homólogas de ADN (véase la siguíente sección). Ya que el hueco 
resultante en la hebra parental previamente Intacta se encuentra frente a una 
molécula sana, puede ser rellenado por una ADN poiimerasa, Aunque la otra 
molécula parental sigue reteniendo la lesión originál (p. ej., un dímero de tímí- 
na), el daňo ahora reside enfrente de una hebra normál y puede tratarse más 
tarde por reparación por escisión. 

La reparación recombinatoria también proporciona un mecanismo principál 
para la reparación de las roturas de doble hebra, que pueden ser introducidas en 
el ADN por la radiacíón ionizante (como los rayos X) y algunos agentes quírnicos 
(Fig. 5.29). Ya que ešte tipo de lesión afecta a ambas hebras de ADN, es espe- 
cialmente difícil de reparar. La recombinacíón con secuencias de ADN homó¬ 
logas sobre un cromosoma sano proporciona un mecanismo de reparación de 
ešte tipo de daňo y permite restablecer la secuencia normál de ADN. Por otra 
parte, las roturas de doble hebra pueden repararse simplemente uniendo los 
extremos rotos de una molécula sencilla de ADN, pero esto desencadena una 
elevada frecuencia de errores resultantes de la deleción de bases en torno al 
punto daňado. Debe notarse que los genes responsables del cáncer de mama 
hereditario (BRCA1 y BRCA2) codifican proteŕnas implicadas en la reparación 
de roturas de doble hebra por recombinacíón homóloga. sugíriendo que defec- 
tos en ešte tipo de reparación del ADN puede Nevar al desarrollo de uno de los 
cánceres más comunes en mujeres. 
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Medicína molecular 


Cáncer de colon y reparación del ADN 


La enfermedad 

Los cánceres de colon y reeto 
(cánceres colorrectales) so n u no d e 
los tipos de cánceres más comunes 
en los países del ceste, contando 
con cerca de 14.000 casos de 
cáncer cada aňo en los Estados 
Unidos (aproximadamente un 10% 
de la incidenda total del cáncer). La 
mayoría de los cánceres de colon 
(al igual que otros tipos de cáncer) 
no son enfermedades heredítarías; 
es decir, que no se transmiten 
directamente de padres a hijos. Sin 
embargo, se han descrito dos 
forma s heredítarías d e cáncer d e 
colon. En estos dos síndromes, la 
herencia de un gen susceptible al 
cáncer presenta un potenciál muy 
alto de desarrollar cáncer. Una de 
las formas heredadas de cáncer de 
colon (poliposis adenomatosa 
familiar) es extremadamente rara P 
representando menos del 1 % de la 
incidenda total del cáncer de colon. 
la segunda forma heredada del 
cáncer de colon (cáncer colorrectal 
hereditano no poliposo, o HNPCC) 
es más común y representa 
alrededor del 15% de todos los 
casos cáncer de colon. Además, el 
HNPCC es una de las 
enfermedades heredítarías más 
comunes, afectando a una de cada 
200 personas, Aunque los cánceres 
de colon son la manifestacíón más 
čiara de esta enfermedad, los 
individuos afectados también sufren 
un incremento de la incidenda de 
otros tipos de cáncer, como son el 
cáncer de ovario y endometrío, 

Bases moleculares 
y celulares 

Igual que otros cánceres, el cáncer 
colorrectal es el resultado de 
mutaciones producidas en genes 
que regulan la proliferadón celular, 
conductendo al crecimiento 
íncontrolado de las células 
cancerígenas. En la mayorŕa de los 
casos estas mutaciones ocurren de 
forma esporádica en las células 
somätícas. En los cánceres 
hereditarios, sin embargo, las 


mutaciones de la línea germinal 
predisponen al indíviduo a 
desarrollar el cáncer. 

En 1993 se produjo un avance 
extraordinario con el 
descubrimiento de que un gen 
responsable de aproximadamente 
el 50% de los casos de HNPCC 
codifícaba a una enzima implicada 
en ta reparación de los 
apareamientos en el ADN; ešte gen 
es un homólogo humano del gen de 
E. coli MutS. Estudios posteriores 
han demostrado que otros tres 
genes, responsables de la mayoría 
de los casos restantes de HNPCC, 
son homólogos de Múti y que por 
tanto están implicados en el 
prace so d e reparación d e 
apareamientos. Los defectos en 
estos genes parecen corresponderse 
con una alta frecuencia de 
mutaciones en otros genes celulares, 
y a su vez con una alta probabilidad 
de que algunas de estas mutaciones 
conduzcan eventualmente al 
desarrollo del cáncer por afectar a 
genes que regulan la proliferadón 
celular. 

Prevención y tratamiento 

De manera símílar a otras 
enfermedades hereditarias, la 
identificación de los genes 
responsables de HNPCC permite 
que los individuos con rŕesgo de 
heredar el cáncer sean identificados 
a través de una prueba genética, 
Además, el diagnóstico genético 
prenatal pôdna ser de vítal 
importancia para los portadores de 
mutaciones HNPCC que planean 
tener descendencla. No obstaňte, los 
beneficios potencia les de la 
detección de estas mutaciones no se 
limitan a prevenir ta transmtsión de 
genes mutantes a la siguiente 
generación; su detección también 
puede ayudar a prevenir el 
desarrollo del cáncer en individuos 
afectados. 

En términos de prevención de la 
enfermedad, una de las 
características claves del cáncer de 
colon es su desarrollo gradual 
d u raňte varios aňos . El diagnóstico 


temprano de la enfermedad mejora 
sustancialmente las posibilidades 
de supervivencia del paciente La 
fase iniciál de desarrollo dei cáncer 
de colon es ei crecimiento de 
pequeňos pólipos benignos, que 
con el tiempo se transformaran en 
maíignos e ínvadirán el tejído 
conectivo de su alrededor. Anterior 
al desarrollo de la malignídad, sin 
embargo, los pólipos se pueden 
eliminar quirúrgicamente con 
facilidad, previniendo de forma 
eficaz el crecimiento de un tumor 
maligno. Los pólipos y las primeras 
fases del cáncer de colon se pueden 
detectar a través del examen del 
colon con un tubo delgado íluminado 
(colonoscopia), de manera que la 
colonoscopia frecuente en 
pacientescon HNPCC pôdna 
permitir ía eliminación de los pólipos 
antes de que el cáncer se 
desarrolle. Además, diversos 
medicamentos se han es ta do 
probando como inhibidores 
potenciales de! desarrollo del cáncer 
de colon, pudiendo resultar un gran 
beneficío para los pacientes con 
HNPCC. Permitiendo la aplicación 
controlada de tales medidas 
preventivas, la identificación de 
mutaciones responsables de 
HNPCC pôdna contribuir de manera 
significante a la prevención d e la 
enfermedad. 



U n pólipo del colon visualizado por colonos- 
copia. (Dávid M. Martín, M D/S PDF holo Re- 
seardies, Inc.) 
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se reoombina en et espacio 


Figúra 528 

Reparación/post-replicación, La presen- 
cia de un dímero de tinmna bloquea la re¬ 
plicación, pero la ADN poiimerasa puede 
esquívar la lesión y reiniciar la replicación 
en un lugar nuevo curso abajo del dímero. 
EI re suita do es u n espacio o gap opuesfo 
al dímero en la hebra de ADN recién sinte- 
tizada. En la reparación recombinatoria, 
ešte espacio o gap se rellena por la re- 
combinaoión eon la hebra pareníal sin da- 
ňar. Aunque esto deja un espacio en la 
hebra parental Intacta, el espacio o gap 
puede rellenarse média nte la acción de la 
poiimerasa y ligasa, utilizando a la hebra 
hija intacta como molde. Se forman por 
tanto dos moléculas intactas de ADN, y el 
dímero de timina eventualmente puede 
ser eíiminado por escisión. 


i r 


' ŕ 



La recombinación deja un 
espacio en la hebra 
pa re nta I p re vi a m e nte 
intacta 


Espacio o gap rellenado por 
la poiimerasa y ta ligasa 



Recombinación entre secuencias homólogas de ADN 

La replicación exacta del ADN y la reparación de los daňos en el ADN resultan 
esenciales para el mantenimiento de la información genética y la transmisión 
tiel de padres a hijos. Desde el punto de vista de la evolucíón, sin embargo, 
también ha sido importante ge n e ra r diversidad genética. Las díferencias genéti- 
cas entre los individuos proporcionan el matéria! esencial de partida para la 
selección natural. que permite a las especies evolucionar y adaptarse a los 
cambios de las condictones ambientafes. La recombinación juega un pape! im¬ 
portante en ešte proceso permítiendo a los genes distribuirse en diferentes 
combinaciones. Por ejemplo, la recombinación genética resulta del intercambio 
de genes entre los pares de cromosomas homólogos durante la meiosis (véase 
Fíg. 3.4), Sin embargo, el aumento de la diversidad genética no es el único 
papel de la recombinación, Tal y como discutimos en la sección anterior, la 
recombinación también es un mecanismo importante para la reparación del 
ADN, Ad e más, la recombinación esta implicada en la reorganización de se- 
cuencias específícas de ADN que alteran la expresión y la función de algunos 
genes durante el desarrollo y la diferenciación, Por tanto, Ja recombinación de- 
sempena papeles importantes en la vida de las células de un tndividuo y en la de 
los organísmos, al igual que contribuye a la diversidad genética de las especies. 
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Figúra 5.29 

Reparación de roturas de doble hebra. 

La radiaci ó n ionizante y algunos agentes 
quimicos inducen roturas de doble hebra 
en el ADN Estas roturas pueden ser repa- 
radas por recombinación homóloga con 
un cromosoma normál, dando lugar a la 
restauraeión de ia secuencia originál de 
ADN, Por el contrario, los extremos de la 
molécula rota pueden ser reunidos, con 
u na frecuente pérdida de bases en terno 
a í punto daňado. 


+ 



Reparación libre de errores 


Bases perdídas 

É =1 

Pérdida d e bases en los extremos 


Esta sección discutirä los mecanismos moleculares de la recombinación entre 
las moléculas de ADN que comparten secuencías homólogas extensas. Los 
ejemplos induyen la recombinación entre pares de eromosomas eucariotas du- 
rante la meíosis y la recombinación entre eromosomas bacterianos durante la 
reproducción. Puesto que esta forma de recombinación implica el intercambio de 
informáciou genética entre dos moléculas homólogas de ADN, no se altera la 
organización global de los genes en un cromosoma Otros tipos de recombina¬ 
ción, sin embargo, no requieren secuencias homólogas extensas y por tanto pue¬ 
den producirse entre moléculas ADN no relacionadas. Ešte tipo de recombinación 
conduce a la reorganización de genes t que se diseutirá más tarde en ešte capítulo. 


Las moléculas de ADN se recombitian med taňte roturas y anióne s 

La recombinación genética se definió por primera vez tras estudios en Drosop- 
hiía i, basados en la observación de que genes en diferentes copias de cromoso- 
mas homólogos se podfan reorganizar durante la meiosis. Con el deseubrimien- 
to posterior de que los genes se componían de ADN, se consíderaron dos 
modeios alternativos para explicar la recombinación a nivel molecular (Fig. 5,30), 
El modelo «e!ecclón de copia» proponía que la molécula recombinante se gene- 


Figura 5.30 

Modeios de recombinación. En la elec- 
cíón de copia, la recombinación se pradú¬ 
ce durante la síntesis de molécuias hijas 
de ADN, La replicación del ADN comienza 
con un molde de ADN parental y después 
cambia a una segunda molécula parental. 
dando como resultado la síntesis de ADN 
recombinantes hijos que contienen se¬ 
cuencias homólogas con ambos progeni- 
tores, En la rotura y unión la recombína- 
ción oeurre como resultado de romper y 
unir eruzadas las dos moléculas parenta- 
les de ADN, 


Eleeción de copia 

Síntesis de nuevos ADN hijos 



Cambio para copia r los otros moldes parentales ADN hijos recombinantes 



Rotura y unión 
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Figúra 5.31 

Demostración experimental de recom¬ 
binación por rotura y unión. Se cultivan 
vírus p a renta] es genéticamente distintos 
en un medio q u e contiene isótopos ligeros 
o pesados de earbono (C ,í; o C 13 ) y nitró- 
geno {N 14 o N 1!i ) para marcar la densidad 
de las moléculas ADN. Se infecta a E. coíi 
bajo condiciones que inhiben la replíca- 
ción, recogiéndose los virus de la proge- 
nie y analizándose por centrifugación de 
equilíbrio en un gradiente de CsCI para 
determinar la densidad de los recombi- 
nantes genéticos. Los vi rus recombinan- 
tes mostraron tener densidades interme- 
dias, indicandoque habían adquirido ADN 
de ambos virus parentales mediante un 
mecanismo de rotura y unión. 


ADN parentales 




Unión cruzada 
via bases 
complementarias 


Recombinantes 



Región 

heteroduplex 



Delerminar distribución de ADN ligeros 
y pesados separando los virus en 
un gradiente de densidad de CsCI 


Vírus parentales ligeros 


Virus recombinantes de densidad 
intermedia 


Virus parentales pesados 




raba durante la síntesis de ADN, como resultado de copiar primero una hebra 
parental de ADN y después cambiar para copiar un moíde distínto. La propuesta 
alternatíva fue que la recombinacidn resultaba de la rotura y la unión de dos 
moléculas parentales de ADN en lugar de la síntesis de un nuevo ADN. 

Estas alternativas se aprecíaron por primera vez en 1961 mediante estudios 
de recombinación entre los genomasde virus bacterianos (Fíg. 5.31). La infec- 
cíón de E. coltc on virus portadores de díferentes marcadores genéticos produjo 
progenie recombinante. Para determinar si esta recombinación jmplicaba rotu- 
ras y uniones de los ADN parentales, uno de los virus parentales se cultivó en un 
medio que contenía isótopos pesados de earbono ( 13 G) y nitrógeno ( 15 N), mien- 
tras que otro fue cultivado en un medio con los isótopos ligeros normales ( 13 G y 
14 N). El resultado fueron virus parentales con densidades díferentes, de manera 
que pudieron separarse mediante centrifugación de equilíbrio en un gradiente de 


Figúra 5.32 

Recombinación homóloga mediante complementariedad de bases* Los ADN paren¬ 
tales se rompen en sitios no coincidentes. intercambiándose las regiones de hebra simple 
mediante un apareamiento de bases con las secuencias homólogas, Eí resultado es una 
región heteroduplex, en la que las dos hebras de ADN se derivan de moléculas parentales 
díferentes. 


































C a p í t u i o 5 • Replicación, mantenimiento y reorganizac ión d e I ADN genómico • 207 


Figúra 5.33 

Modelo de Holliday para la recombinación homóloga. Los cories do hebra simple se 
introducen en la mísma posicíon en ambas hebras paternas. las hebras cortadas se mter- 
eambian mediante complementariedad de bases, y el ligamiento produce un intermediario 
de hebras cruzadas denominado uníón de Holliday. 
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I Corte de los ADN 
pare n ta! es 


densídad de CsCI. Se infectó de nuevo E. coli con estos vi rus parentaJes marca 
dos de diferente forma bajo oondiciones en las que se inhibía la replicación, 
analizándose la densidad y las característícas genéticas de la progenie de vírus 
producidos. El resultado más importante fue que los vírus genétícameňte re- 
combinantes obtenidos presentaban densidades íntermedias, indicando que 
habían adquirido ADN de ambos vírus parentales, tal y como o predecía el mo- 
delo de rotura-y-unión, y no el de oportunidad de copia. 

Modelos de recombinación homóloga 

El descubrimiento de que la recombinación ocurre par rotura y unión planteó 
una cuestión critica: ^cómo pueden romperse dos molécuías parentales de 
ADN exactamente en el mismo punto, de manera que se puedan unir sin rnuta- 
ciones resultantes de la ganancía o perdida de nucleótidos en e J punto de rotura? 
Durante la recombinación entre moiéculas de ADN homólogas (recombinación 
homóloga generál), se proporcíona ešte alineamiento mediante el apareamiem 
to de bases entre las hebras de ADN complementarias (Fig. 5,32). Entre las 
moiéculas de ADN homólogas se intercambian hebras simples que están em- 
palmadas las unas a las otras, conducíendo a la formación de una región hete- 
rodúplex, en la que las dos hebras de la doble hélice recombinante se derívan 
de diferentes moiéculas progenitoras. Si la región heterodúplex contiene una 
diferencia genética, ef resultado es una progenie de moiéculas de ADN que 
contiene dos marcadores genéticos. En algunos casos. las bases no empareja- 
das en un heterodúplex pueden reconocerse y corregirse mediante los sistemas 
de reparación de emparejamientos, como discutimos en secciones anteriores 
en ešte capítulo. La evidencia genétíca de la formación y reparación de estas 
regíones heterodúplex, obtenida por los estudíos de recombinación en hongos y 
en bacterias, condujo al desarrollo de un modelo moiecular de recombinación 
en 1964. Ešte modelo, conocido como el modelo de Holliday (por Robin Holli¬ 
day), continuó proporcionando las bases de la corriente de pensamíento actual 
sobre los mecanismos de recombinación, aunque se ha ido modificando con la 
obteneión de nuevos datos. 

La versión originál del modelo de Holliday propoma que la recombinación se 
inícíaba mediante la introducción de cortes en la misma posición en las dos 
moiéculas parentales {Fig. 5.33). Las hebras de ADN con el čarte se desenroJla- 
ban parcialmente, invadiendo cada una a la otra molécula por medio de la com¬ 
plementariedad con la hebra sin romper, El ligamiento de ias hebras rotas pro- 
ducía un intermediario de hebras cruzadas, conocido como la unión o 
intermediario de Holliday, que es el intermediario centrál en la recombinación. 
La demostración dírecta de !a uníón de Holliday por mícroscopía eíectrónica ha 
corroborado ešte modelo de recombinación (Fíg. 5.34), 


Figúra 5.34 

fdentificacion de Ja unión de Holliday mediante microscopŕa efectronica. Miciogra- 
fía electrónica de una unión o intermediario de Holliday que fue detectada durante la re- 
combinación del ADN de plásmidos en E. coii. Debajo se mueslra una interpretación dlhu- 
jada de la estructura. La molécula ilustra una unión de Holliday en configuracion abierta 
como resultado de la rotación de! intermediario de hebras cruzadas (véase Fig. 5,33.) 
(Coriesta de Huntington Potter, University of South Florida, y Dávid Dressler, Uníversity of 
Oxford). 
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Rotación de la 
pordón basal 180° 


Rotura y reumón 
de las hebras cruzadas 
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He te rod ú pi ex reco m b i n antes 


Figúra 5 35 

Isomerizacíon y resoluciôn de las uniones de Holliday. Las uniones o intermediarios 
de Holliday se resuelven cortando y uniendo las hebras cruzadas, Si se resueŕve la umón 
Hofliday formada por el intercambio iniciál de hebras, la progeníe resultante son heterodú- 
piex pero no son recombinantes para los marcadores genétícos fuera de la región hetero- 
dúplex. Sin embargo, dos rotaciones de la moiécuia de hebras cruzadas produce un isó- 
mero en el que las hebras parentales que no se rompen se cruzan, en lugar de las hebras 
inícialmente cortadas, El corte y !a unión de las hebras cruzadas de ešte isómero produ- 
cen una progenie que es heterodúplex recombinante. 


Una vez que el intermediario Holliday se ha formado, se puede resolver cor- 
tando y volvíendo a unir las hebras cruzadas para producir moléculas recombi- 
nantes (Fig 5,35). Esto puede ocurrir de dos maneras diferentes, dependiendo 
de la orientación de la unión Holliday, que puede a su vez formar dos isómeros. 
En el isómero resultante del intercambio de hebras iniciál, las hebras cruzadas 
son aquéllas que se rompieron al início del proceso de recombinación. Sin em¬ 
bargo, la simple rotación de esta estructura produce un isómero distinto en el 
que se cruzan las hebras parentales sin romper. La solucíón de estos isómeros 
tiene consecuencias genéticas diferentes. En el prtmer caso, la progenie de 
moléculas contiene regiones heterodúplex pero no son recombinantes en el 
ADN que flanquea esta regiones. Si se da la isomerización, sin embargo, el 
corte y la unión de las hebras cruzadas dan como resultado una progeníe de 
moléculas que son recombinantes en el ADN que flanquea las regiones hetero¬ 
dúplex. La estructura del intermediario Holliday proporciona por tento la posibilt- 
dad de generar heterodúplex recombinantes y no recombinantes, confirmando 
los datos genétícos en los que se basaba el modelo de Holliday. 
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Como se propuso inídelmente, el modelo Holliday no explicaba cómo se 
iniciaba fa recombinación por eJ corte simultáneo de ambas moléculas parenia- 
les en la misma posición. Ahora parece que la recombinación generalmente se 
inicia en las roturas de dobie hebra, tanto d u raňte la reparación del ADN como 
duranfe la recombinación entre cromosomas homólogos durante la meiosis 
(Fig. 5.36), Ambas hebras de ADN en la rotura de dobie hebra son en primer 
lugar reseccionadas en dirección 5’ a 3 1 por parte de nucleasas que digieren ei 
ADN, dando lugar a extremos libres sencíllos. Estas hebras sencillas entonces 
invaden a la otra molécula parenia! por apareamiento de bases homólogas. A 
continuación los huecos son rellenados por la síntesis de reparación y las he¬ 
bras son unidas por ligación para dar lugar a una molécula con una intersección 
dobie de Holliday, la cual puede resolverse para dar lugar a moléculas hetero- 
dúplex recombinantes o no recombinantes, como se ha descríto previamente. 


Enzimas implicadas en la recombinación h a mó loga 

La mayoría de las enzimas conocidas por participar en la recombinación se han 
identificado medianteel análisis de mutantes defectivos en !a recombinación de 
E. coli. Estos análisis genéticos han establecido que la recombinación requiere 
enzimas específicas, además de proteínas (como la ADN polimerasa, ligasa, y 
proteínas de unión al ADN de hebra simple) que funcionan en diversos aspec- 
tos del metabolismo del ADN. La identificación de los genes requerídos en una 
recombinación eficiente en E. coli condujo al aislamiento d e sus proteínas codL 
ficadas, que han sido caractertzadas bioquímicamente en sistemas iibres de 
células. Estos estudios han permitido descubrir la acción de diversas enzimas 
en la catalización de la formación y resolución de uniones de Holliday, 
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Figúra 5.36 

Iniciación de la recombinación por ro¬ 
turas de dobie hebra, Ambas hebras de 
ADN son digeridas por nucleasas en el 
punto de rotura de dobie hebra en la direc¬ 
ción 5 a 3. A continuación, las hebras 
sencillas invaden la otra molécula paren¬ 
ia I por apareamiento de bases homólo¬ 
gas, Ahora los huecos son rellenados me- 
diante la síntesis de reparación y sellados 
medíante ligación, dando lugar a una 
unión de Holliday dobie. 
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Figúra 5.37 

Función de la proteína RecA. RecA se 
une inicialmente a un ADN de hebra sim¬ 
ple para formar un ŕilamento de ADN-pro- 
teína. La proteína RecA que envuelve al 
ADN de hebra simple se une a una segun- 
da molécula de ADN de doble hebra para 
formar un complejo sin apareamiento de 
bases. Seguidamente se produee la com- 
píementariedad de bases y el intercambio 
de hebras. formando una región heterodú- 
plex. 
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La proteína centrál implicada en la recombinación homóloga es RecA, que 
promueve el intercambio de hebras entre tas moléculas de ADN homólogas que 
causa la formación de los heteroduplex (Fíg, 5.37), La acción de RecA puede 
dividirse en Ires etapas. En la primera, la proteína RecA se une al ADN de hebra 
simple, envolviendo al ADN para formar un filamento de proteína-ADN Debido 
a que RecA contiene dos sitios de unión al ADN, la proteína RecA que está 
unida a la hebra simple de ADN es capaz de unirse a una segunda molécula de 
ADN de hebra doble, para formar un complejo entre las dos moléculas de ADN. 
La asociación no específica mediada por RecA continua con el apareamiento 
específico de bases entre el ADN de hebra simple y su complementario. La 
proteína RecA cataliza despuás el intercambio de hebras, con la hebra simple 
originalmente envuelta por RecA desplazando su hebra homóloga para formar 
un heteroduplex. Por tanto. la proteína RecA es capaz de catalizar, por sí mis- 
ma, las reacciones de! intercambio de hebras que es esencíal para la formación 
de los intermediarios de Hollíday, 
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En las leveduras, una proteína relacionada con RecA, ľlamada RAD51 t es 
necesaria tanto para la recombinación genélica como para la reparación de las 
roturas de hebra doble, RAD51 no solo es estructuralmente sírriilar a RecA; 
como RecA, también es capaz de catalizar las reacciones de mtercambio de 
hebras in vitro, Las proteínas relacionadascon RAD51 han sido identíficadasen 
eucariotas complejos, incluyendo a los humanos, indicando que las proteínas 
relacionadas con RecA desempeňan papeles claves en la recombinación ho- 
móloga de las células procariotas y eucariotas. 

Una vez que se ha formado una intersección de Holliday, un complejo de 
otras tres proteínas de E. cofi (Ruv A, B y C) se implican en la recombinación 
(Fíg. 5.38). Ruv A reconoce a la intersección de Holliday y recluta a Ruv B T que 
actúa como un motor que dírige la migración del punto en el que se cruzan las 
hebras de ADN, variando asi la extensión de la región del heterodúplex y la 
posición en la que tas hebras cruzadas serán cortas y estar an reunidas. Ruv C 
ahora resuelve las interseccíones de Holliday cortando las hebras de ADN cru¬ 
zadas. La reunión de las hebras cortadas média nte ligación completa el proce¬ 
se, dando tugar a dos moléculas recombinantes. Las células eucarióticas no 
poseen homólogos de las proteínas Ruv A ( B y C de E. cofi , Por el contrario, la 
resolución de las íntersecciones de Holliday en células eucariotas parece estar 
mediada por otras proteínas, que siguen sin estar totalmente caracterizadas. 

Reorganización del ADN 

La recombinación homóloga da lugar a la reorganización de genes entre pares 
de cromosomas sin alterar la disposición de los genes en el genoma, Por el 
contrario, otros procesos recombinatorios conducen a la reorganización del 
ADN genómico. Algunas de estas organizaciones del ADN son importantes 
para el control de la expresión génica en determinados tipos de cétulas; otros 
pueden desempeňar un papet evolutivo al contribuircon la diversidad genótica. 

Ei deseubrimiento de que los genes son capaces de moverse a diferentes 
iocalizadones surgió a raíz de los estudios de Barbara McCIintock con maíz en 
los aňoscuarenta. Basada estrictamente en análisísgenéticos, McCIintock des- 
cribió nuevos elementos genéticos que podían moverse a distintas localizacio- 
nes en el genoma y que alteraban la expresión de los genes adyacentes, Sín 
embargo tuvieron que pasar cerca de tres décadas después del deseubrimiento 
de McCIintock hasta que la mayoría de los cíentíticos aceptaran el deseubri¬ 
miento de elementos transposables en bacterias y la noción de elementos ge- 
néticos móviles, ActuaJmente se reconocen diversos tipos de reorganizaciones 
del ADN, incluyendo la transposición de los elementos inicialmente deserita por 
McCIintock, en las células procariotas y eucariotas. Es más, en la actualidad se 
sabe que los elementos transponibles constituyen una gran fracción de los ge- 
nomas de animales y plantas, incluyendo casi la mitad del genoma humano. 

Recombinación espectfica de silia 

Contrana a la recombinación homóloga, que oeurre en cualquier región de se- 
cuencia homóloga, la recombinación espectfica de sltio se da entre secuen- 
cias específicas de ADN, que nomnalmente son homólogas en tan solo una 
franja estrecha de ADN, La interacción principál en ešte proceso está mediada 
por proteínas que reconocen las secuencias específicas diana del ADN en lugar 
de la complementariedad de bases. 

El protoíipo de la recombinación específica de sitio se ha obtenido de los 
estudios del bacteriófago /. Cuando / infecta a E, cofi\ blen se replica para 
causar la lisis celular o puede integrarse en el cromosoma bacteriano, formando 
un profago que se mantiene como parte del genoma de E. cofi (proceso denomi- 
nado lisogenia) (Fíg. 5.39). Bajo las condiciones apropiadas, la integración del 
ADN se puede invertir, provocando la escisión del ADN del fago /_ y la inicíación 


Union o intermediario de Holliday 




Rotora de las hebras 
cruzadas 


Ruv C 



Figúra 5,38 

Migración de ramas y resolución de las 
uniones o intermedranos de Holliday. 

Dos proteínas de E, coli (RuvA y RuvB) 
catalizan ei movimiento del punto donde 
las hebras se cruzan en las uniones de 
Holliday (migración de ramas), RuvC re¬ 
suelve las uniones de Holliday rompiendo 
las hebras cruzadas, que son unidas por 
una ligasa. 
























212 • Sección II ■ Flujo de la información genética 


de la repltcación viral lítica. Tento la íntegración como la esdsión del ADN de / 
implican la recombinación específica de sitio entre las secuencias del ADN viral 
y la célula huésped. 

El ADN de E. cofi y el ADN del /„ se recombinan en sitios específicos, lla- 
mados sitios de adhesión (att; del inglés attachmentsites). Por tanto, la integra- 
ción del ADN de /. mnplíca la recombinación entre los sitios att del fago (attP) 
y de la bacteria ( attB ) t que presentan 240 y 25 nucleótidos, respectivamente 
(Fig, 5.40). El proceso está mediado por una proteína de /. Ilamada integrasa (Int), 
quese une especŕficamente a las secuencias attP y attB. Int inícialmente se une a 
attP , formando un complejo en el que el ADN attP está envuelto por múltiples 




Baeteriófago X 


Se inyecta el ADN de X en 
la célula huésped y forma 
una mofécula circular 


Figúra 5.39 

Procesos lítlco y lisogénico del bacte- 
riófago La infección de E. coli se inicia 
con la myeccton del ADN del Ä, que paša a 
ser circular una vez dentro de la célula 
huésped. En la infección Iítica, el ADN de 
/ se repfica y dŕrige la síntesis de proteí- 
nas virales, El ADN viral se empaqueta en 
los virus de la progenie, que son liberados 
después de fa Usis de la célula. En la ŕnfec- 
ción lísogértica, el ADN de / se recombina 
con el genoma del huésped para formar 
un profago que se integra en el cromoso- 
ma de E. cofi El ADN de ). tníegrado no 
dirige la sintesis de virus, sino que se re- 
plica junto con el genoma de la bacteria. 


Replicación del 
ADN del tágo X y 
síntesis de las 
proteínas virales 



El ADN del X se 
recombina con 
el cromosoma 
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copias de la proteína Int. El complejo Int-affPse une a attB, alineando los sitios att 
del fago y de la bacteria. El fago y la bacteria intercambian hebras dentro de u na 
secuencia centrál de 15 nucfeótidos compartidos por attP y attB (Fig. 5.40). La 
proteína int introduce cortes en el interiér de la región centrál homóloga a attB y 
attP , catalsza eí intercambio de hebras, y figa Ias hebras rotas, integrando al ADN 
de / en el cromosoma de E. coli. La proteína Int tambíén actúa en la escisión del 
profago a que esencialmente es la ínversion del proceso de integración. 

La recombinación específica de sitio es importante no solo en la interacción 
entre virus como /. y sus células huésped. sino también en Ias reorganizacíones 
programadas dentro de los genomas celuiares. En los vertebrados, la recombt- 



La integrasa introduce cortes 
monocatenarios en sitios específicos 
en la región centra! homóloga 




att P 



^ Integrasa 



Figúra 5.40 

Integración del ADN de /. mediante re¬ 
combinación específica de sitio. La in¬ 
tegración resulla de la recombinación entre 
secuencías específicas en los genomas de 
). y E. eoli, I la ma do s att P y attB, respecti- 
vamente. El proceso está catalizado por 
una enzima codificada por el virus (inte¬ 
grasa), que reconoce Ias secuencias attP 
y attB. 


Intercambio de hebras y ligamiento 



Figúra 5.41 

Mecanismo de recombinación específica de L La recombi¬ 
nación específica de sitio ocurre en una secuencia con un cen¬ 
tra de 15 nucieótidos homólogos compartidos por attP y attB. 
La integrasa (Int) rampe en sitios específicos de esfa secuen¬ 
cia para generarcolas de ADN de hebra simple Después čata- 
liza el intercambio de hebras y su ligamiento, dando como re- 
sultado la recombinación entre attP y attB y la integración del 
ADN de /. 
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attP 
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Región 



Figúra 5.42 

Estructura de una inmunoglobuliria. 

Las inmunogíobulinas so componen de 
dos cadenas pesadas y dos cadenas lige- 
ras, unidas por puentes disulfuro. Las ca¬ 
denas pesadas y ligeras presentan regio- 
nes variabies y constantes. 


nación de especifica de sitio resulta crítica para el desarrollo del sistema inmu- 
ne. que reconoce sustancias ajenas (antígenos) y proporciona protección fren- 
te a agentes infeccíosos. Existen dos clases principates de respuestas inmu- 
nes, las cuales están mediadas por linfodtos B y T. Los linfodtos B producen 
anticuerpos {inmunogíobulinas) que reaccionan con antígenos solubles; los 
linfodtos T expresan proteínas de superficie celular (llamados receptores de 
células T) que reaccionan con antígenos expresados en la superficie de otras 
células, La caračierística principál de las inmunogíobulinas y los receptores de 
células T es su enorme díversidad, que permite a diferentes moléculas de anti¬ 
cuerpos y receptores de las células T reconocer a un vasto numero de antíge- 
nos ajenos, Porejemplo, cada individuo es capaz de producir más de 10 11 molé¬ 
culas diferentes de anticuerpos, lo que es en exceso superior al número total de 
genes en el genoma humano (30.000-40.000) * En lugar de estar codificados en 
la línea germinal del ADN, estos anticuerpos tan diversos (y los receptores de 
las células I) están codificados por genes únicos de íinfocitos que se forman 
durante el desarrollo del sistema inmune como resultado de ía recornbinación 
especifica de sitio entre los distíntos segmentos de los genes de las inmunoglo- 
bulinas y los receptores celuiares T. 

El papel de la recornbinación de sitio específico en la formación de los genes 
de las inmunogíobulinas lo demostró por primera vez Susumu Tonegawa en 
1976. Las Inmunogíobulinas consisten en pares de cadenas de nucleótidos pe- 
sadas y ligeras idénticas (Fíg. 5.42). Las cadenas pesadas y ligeras se compo¬ 
nen de regiones C-terminal constantes y regiones N-terminal variabies, Las re- 
giones variabies, que contienen diferentes secuencias de aminoácidos en 
diferentes moléculas de inmunogíobulinas, son las responsables de la unión 
con el antígeno, y es la díversidad de las secuencias de aminoácidos de las 
regiones variabies las que permiten a los anticuerpos de un individuo reconocer 
a antígenos únicos. Aunque cada individuo es capaz de producir un vasto es- 
pectro de anticuerpos distíntos, cada iinfocito B produce u n solo tipo de anti- 
cuerpo. El descubrimiento clave de Tonegawa fue que cada anticuerpo esta 
codíficado por genes únicos formados por recornbinación especifica de sitio 
durante el desarrollo de los linfodtos B. Estas reorganizaciones genéticas crean 
diferentes genes de inmunogíobulinas en los diferentes linfodtos B del indivi¬ 
duo, de manera que la pobladón aproximada de 1 Q r2 linfodtos B en el cuerpo 
humano incluye células capaces de producir anticuerpos en contra de una gran 
díversidad de antígenos. 

Los genes que codifican las cadenas ligeras de las inmunogíobulinas cons- 
tan de tres regiones: una región V que codifica entre 95 y 96 aminoácidos N- 
terminales de la región polipeptídíca variable; una región de unión (J) que codifi¬ 
ca entre 12 y 14 aminoácidos C-termlnales de la región polipeptídíca variable; y 
una región C que codifica a la región polipeptídica constante (Fig. 5.43). La cíase 
principál de genes que codifican la cadena ligera en el ratón se forman por la 
combinación de aproximadamente 250 regiones V y cuatro regiones J con una 
sóla región C, La recornbinación especifica de sitio durante el desarrollo de los 
linfocitos conduce a la reorganización del gen en la que una sóla región V se 
recombína con una sóla región J para generar un gen de cadena ligera funcional. 
Diferentes regiones V y J se reorganizan en diferentes linfodtos B, de modo que 
las combinaciones posíbles de 250 regiones V con 4 regiones J pueden generar 
aproximadamente 1.000 (4 x 250) cadenas ligeras únicas. 

Los genes de las cadenas pesadas incluyen una cuarta región (conocida 
como la de díversidad, o región D), que codifica los aminoácidos situados entre 
las regiones V y J (Fíg. 5.44). El ensamblaje de! gen funcional de la cadena pesa- 
da requlere dos procesos de recombinación: Una región D se recombina con una 
región J, y después una región V se recombina con el segmento recombinado DJ, 
En el ratón, existen alrededor de 500 regiones V de cadena pesada, 12 regiones 
D, y 4 regiones J, por lo que el número total de cadenas pesadas que se pueden 
generar mediante los procesos de recornbinación es 24.000 (500 x 12 x 4). 
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ADN reorganizado en el linfoeiío B 
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Las combinaciones entre las 1.000 cadenas ligeras díferentes y las 24,000 
cadenas pesadas diferentes que se han formado por recombinacion específica 
de sitio pueden generar aproximadamente 2 x 10 7 moléculas de inmunoglobulh 
na diferentes. Esta diversidad aumenta aún más debido a que las uníones entre 
los segmentos genéticos de las inmunoglobulinas son con frecuencia imprecL 
sas, perdiéndose desde uno hasia varios nueleótidos o ganándose otros en los 
sitios de uníón. Las mutacíones que resulían de estas deleciones e inserciones 
incrementan la diversidad de las regiones variables de las inmunoglobulinas 
aproximadamente unas 100 veces más, correspondiendo con la formación de 
unas 10^ cadenas ligeras díferentes y 2 x 10 6 cadenas pesadas, que pueden 
combinarse después para formar más de 10 11 antícuerpos distintos. Aún asi, des- 


l 

C 

Figúra 5.43 

Reorganización de los genes de cade¬ 
na ligera de las inmunoglobulinas. 

Cada gen de cadena ligera (se ifustran las 
cadenas ligeras k del ratón) consta de una 
región constante (C), una región de unión 
(J) y de una región vanabie (V). Exísterr 
aproximadamente 250 regiones V díferen¬ 
tes, que están separadas de J y C por 
unas 20 kb en la línea germinal del ADN 
Durante el desarrollo de los linfocitos B, la 
recombinación específica de sitio une una 
de las regiones V a una de las cuatro re¬ 
giones J. Esta reorganización aetiva la 
t ran so r i perón, resullando la formación de 
un transerito primá rio que contiene la re¬ 
gión organizada VJ junto con las regiones 
J y C restantes. Las regiones J no utiliza- 
das y los intrones entre J y C se eliminan 
por escisión, produoiendo un ARNm fun* 
cional. 
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Figúra 5.44 

Reorganización de los ge¬ 
nes de cadena pesada de las 
inmunoglobulinas. Los ge¬ 
nes de la cadena pesada con- 
tienen regiones D además de 
regiones V, J, y C. Primero se 
unen los segmentos D y J. 
Después se une un segmento 
V a la región y a organizada DJ. 
Los intrones entre J y C se elí- 
minan por escisión para dar el 
ARNm de la cadena pesada. 
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Membrána plasmática 


Figúra 5.45 

Estructura de un receptor de células T* Los receptores de células T se componen de 
dos cadenas polipeptídicas (y y /ŕ) que atraviesan la membrána plasmática y que están 
unidas por puentes disulfuro. Las cadenas 2 y fí se componen de regiones varíables y 
constanles. 


pués de la formación de los genes recombinantes de inmunoglobulinas se sigue 
generando mayor diversidad de anticuerpos a través del procese conocido como 
hipermutación somática, que consíste en la introdueción de mutaciones frecuen- 
tes en las regiones variables en los genes de las cadenas pesadas y ligeras. 

Los receptores de las células T de forma similar se componen de dos cadenas 
(llamadas a y />), cada una de ellas presentando regiones variables y constantes 
(Fig. 5.45). Los genes que codifiean estos polipéptidos se generan por la recom- 
bánación entre los segmentos V y J (la cadena 2 ) o entre los segmentos V, D, y J 
{la cadena />), análogamente a la formación de los genes de las inmunoglobuli¬ 
nas. La recombinación específíca de sitio entre los distintos segmentos de ADN, 
en combinación con las mutaciones introducidas durante la recombinación, gene- 
ra un grado de diversidad de los receptores de células T similar af de las inmuno¬ 
globulinas. Sin embargo, los receptores de células T difieren de las inmunoglo¬ 
bulinas en que ellas no aumentan su diversidad por hipermutación somática. 

La recombinación VDJ está mediada por un complejo de dos proteínas, deno- 
minadas RAG1 y RAG2, que se expresan específicamente en linfocitos. Las pro- 
tefnas RAG reconocen las secuencias seňal de recombinación (RS) adyacentes 
a las secuencias codificadoras de cada segmento, génico ; e inician las reorgani- 
zaciones de ADN introducäendo una rotura de doble hebra entre las secuencias 
RS y las secuencias codiftcantes (Fig. 5.46). A conttnuación, se unen los extremos 
codificantes de los segmentos génicos para dar tugar a un gen reorganizado de 
inmunogíobulina o receptor de células T. Resulta interesante que RAG1 está ínti- 
memente relacionada con las enzimas que catalizan la transposición e integración 
de ADN retroviral, como discutiremos en la siguiente sección de ešte capítulo. 


Transposición viet intermediarios de ADN 

La recombinación específíca de sitio oeurre entre dos secuencias espectficas 
que contienen al menos un pequeňo centro homólogo. Por el contrario, la trans¬ 
posición implica el movímiento de secuencias a través del genoma y no requie- 
re secuencias homólogas. Los elementos que se mueven por transposición, 
como aquelios que deseribió por primera vez McCIintock. se denominan ele¬ 
mentos transponibles, o transposones. Se dividen en dos clases generales, 
dependiendo de si se transponen mediante un intermediano de ADN o por un 
intermedíario de ARN. La primera clase de elementos transponibles se diseute 
aquí; la transposición a través de ínternnediahos de ARN se considera en la 
próxima sección. 

Los transposones mejor conocídos hasta ahora son los de las bacterias, 
movíéndose todos elíos por medio de intermediarios de ADN (Fig. 5.47). Los 
elementos más simples son las secuencias de inserción, con una variedad de 
tamano entre los 800 y los 2.000 nueleótidos. Las secuencias de inserción se com¬ 
ponen solamente del gen de la enzima que parlicipa en la transposición (transposa- 
sa) flanqueada por repetioiones invertídas cortas, que son fos sitios donde actúa la 
transposasa. Los transposones complejos se componen de dos secuencias de 
inserción que flanquean a otros genes, que se mueven como una imidad. 

Las secuencias de inserción se mueven desde un sitio cromosómico hasta 
otro sin replicar su ADN (Fig. 5.48). La transposasa introduce una rotura simple 
en el ADN diana y corta en los extremos de las secuencias invertídas repetidas 
del transposon. Aunque la transposasa actúa específicamente en las repeticto- 
nes invertídas del transposon, normalmente es menos específíca respecto a la 
secuencia de! ADN diana, de manera que cataliza el movímiento del transposon 
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Figúra 5A6 

Recombinación VDJ. Los segmentos 
coditicadores de los genes de las inmuno- 
globulinas y los receptoresde células T (p. 
ejon segmento V y D) e stá n ílanqueados 
po r secuencias de senal d e recombinación 
cortas (RS), opuestamente orienfadas en 
los exlremos 5 y 3 de las secuencias codi- 
ficadoras, Las RS son reconocidas por un 
complejo de proteínas de recombinación 
espedfica de linfocitos RAG1 y RAG2, que 
rompen el ADN entre las secuencias codi- 
ficadoras y las RS, Las hebras codificado- 
ras rotas se unen para producir un seg¬ 
mente del gen reorganizado. 
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Figúra 5.47 

Transposones bacterianos, Las se¬ 
cuencias de inserción varían de 800 a 
2.0GQ nucleótidos y contienen un gen para 
la transposasa flanqueado por repeticio- 
nes invertidas (IR) de unos 20 nueleóti¬ 
dos, Los transposones complejos se com- 
ponen de dos secuencias de inserción 
que flanquean a otros genes y tienen una 
longitud característica de 5 a 20 kb. 
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Experimento clave 


Reorganización de los genes de inmunoglobulinas 


Evidencia de la reorganización somática de genes 
de inmunoglobulina que codrfican tas regiones variable y constante 

Nobumichi Hozumi y Susumu Tonegawa 

Instituto de Inmunología de Basel, Base!, Suecia 

Procedings of the National Acaúemy o f Sciences. USA, Vofume 73, 1976, págs. 3628-3632 


Contexto 

La capacidacf del sistema inmune de 
los vertebrados para reconocer a 
una variedad infinita de moléculas 
extraňas impiica que los linfocitos 
son capaces de producir la 
correspondieníe vasta diversidad de 
anticuerpos. Ya que esta diversidad 
de anticuerpos es la dave del 
reconocimiento inmune, comprender 
eí mecanismo medián te el cual 
aparentemente se codtfica un 
número ilimitado de díferentes 
inmunoglobulinas en el ADN 
genómico es uno de los principales 
temas que trata la inmunología. 

Previamente a los experimentos 
de Hozumi y Tonegawa, la 
secuenciación de proteínas de 
varias inmunoglobulinas habŕa 
demostrado que tas cadenas 
ligeras y pesadas se componían de 
distintas regiones variables y 
constantes, Estudios genéticos 
posteriores indicaron que los 
ratones solo heredaban copäas 
simples de los genes de la región 
constante. Estas observaciones 
condujeron a proponer que las 
inmunoglobulinas esiän codificadas 
por múltiples genes de regiones 
variables que pueden asociarse con 
un gen de región constante. El 
dese u bri m i ento de las 
reorganízacíones genétteas de las 
inmunoglobulinas por Hozumi y 
Tonegawa proporcionó la primera 
base experimental para esta 
hípótesis y supuso el inicio del 
entendimiento de la base molecular 
de la diversidad de anticuerpos. 

Experimentos 

Hozumi y Tonegawa probaron la 
posibilidad de que los genes que 
codifican las regiones variable y 
constante de las inmunoglobulinas 
estuvieran unidos a nivel del ADN 
durante el desarrotlo de los 


linfocitos. Se aproxímaron 
experimentalmente utílizando la 
digestión por endonucleasas de 
restricción para comparar la 
organización de las secuencias de 
las regiones variable y constante 
en ADN extraídos de embriones de 
ratón y de células de un 
plasmocitoma de ratón (un tumor 
de linfocitos B que produce una 
sóla especie de inmunoglobulinas). 

Los ADN del embrión y el 
plasmocitoma fueron digeridos con 
la endonucleasa de restricción 
BamH\, separándose los 
fragmentos de díferentes tamaňos 


por eleetroforesis en gel de aga rosa. El 
gel se cortó en lämínas, y el ADN 
extraído de cada lámina fue hibridado 
con sondas mareadas radiactivamente 
preparadas a partir de ARNm de 
inmunoglobulinas aisladas de las 
células del plasmocitoma. Se utilizaron 
dos sondas, correspondientes al ARNm 
completo de la inmunoglobulina o al 
extremo 3 del ARNm, compuesto 
exciusivamente de secuencias con 
regiones constantes. 

El resultado fundamental fue la 
obtención de patrones compietamente 
distintos para tas secuencias de las 
regiones variables y las regiones 
constantes detectadas en el ADN del 
embrión en comparación con los 
encontrados en el ADN del 
plasmocitoma (véase figúra). En el ADN 
de! embrión, la sonda completa hibrida 
con dos fragmentos fía/nHI de unas 8,6 
y 5,6 kb, respectivamente. 



Gel de eleetroforesis de los AONs de embrión y plasmocitoma digeridos con BamHi e hibridados 
con sondas correspondientes al ARNm completo o a la parte 3 del ARNm del pJasmocitoma Los* 
datos están representados tal y como se detectó la radioactivídad en las moléculas hĺbrldas con 
ADN en cada porción de gel. 
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Reorganización de fos genes de inmunogtobulinas (continuación) 


Solamente ej fragmento de 8,6 kb 
hibridacon la sonda 3 ŕ , sugiriendo 
que el fragmento de 8,6 kb 
contiene las secuencias de la 
región constante y que el 
fragmento de 6,6 kb confiene las 
secuencias de la región variable. 
Por el contrario, ambas sondas 
hibndan con un solo fragmento de 
3 S 4 kb en el ADN del 
píasmocitoma. La interpretacion de 
estos resultados fue que las 
secuencias de la región variable y 
constante estaban separadas en el 
ADN del embrión pero que se 
reorganízaron para formar un solo 
gen de inmunoglobulina durante el 
desarrollo del linfocito. 

Impacto 

Los resultados iniciales de Hozumi 
y Tonegawa, basados en los datos 
relativamente indirectos del mapeo 
con la endonucleasa de 
rest r ic c ión, s e confirmaron y 
ampliaron a través de la clonación 


y secuenciación moíecular de los 
genes de inmunoglobulinas, Estos 
estudios establecieron que estos 
genes se generan por 
recombinación especŕfica de sitio 
entre dlstintos segmentos de ADN 
en los línfocitos B, En los linfocitos 
T, reorganizamientos stmilares del 
ADN son los responsabies de la 
formación de los genes 
codificadores de los receptores de 
células T. Por tanto, la 
recombinación las reorganízacones 
genéticas programadas son 
esenciales para el desarrollo del 
si s tern a inmune. 

Estudios posteriores han 
demostrado que las regiones 
variables de las inmunoglobulinas y 
los receptores de células T se 
generan mediante 
reorganizaciones de dos o tres 
segmentos diferentes de ADN La 
habilidad de estos segmentos para 
recombinarse, junto a una 
frecuencia elevada de mutaciones 



Susumu Tonegawa 


introducidas en los sitios de 
recombinación, es la responsable 
de la diversidad de las 
inmunoglobulinas y los receptores 
de células T. El d esc u b ri m í ento de 
los reorganizaciones genéticas de 
las inmunoglobulinas proporcionó 
las base s para I léga r a entender 
como el sístema inmune puede 
reconocer y responder a una 
variedad virtualmente iiimitada de 
sustancias ajenas. 


Transposón integrado en el sitio donante 
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Repeticiones directas del sitio diana del ADN 


Figúra 5 48 

Transposición de secuencias de inser- 
ción. La transposición simpie no implica 
la replicación del ADN del transposón. La 
transposasa rompe en ambos extremos 
del transposón e introduce un corte mono- 
catenario en el ADN diana. Los extremos 
sueltos del AON diana se onen al transpo¬ 
són, reparándose los espacios que resul- 
tan de Jos cortes monocatenarios. El re- 
sultado es la formación de repeticiones 
directas cortas del sitio diana del ADN (de 
5 a 10 nucleótidos de longitud) flanquean- 
do al transposón integrado. 
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a !o largodel genoma. Tras el corte del transposón y de los sitiosdiana del ADN, 
la transposasa une los extremos que cuelgan del ADN diana a! elemento trans- 
poníble. El espaclo resultante en el ADN diana se repara mediante la síntesis de 
ADN, seguida por el ligamíento a la otra hebra del transposón. El resultado de 
ešte proceso es una repetición directa corta del sitio diana del ADN a ambos 
lados del elemento transponible —una marca de la integración del transposón—. 

Ešte mecanismo de transposición determina el movimiento del transposón 
desde un sitio cromosómico a otro, Otros tipos de transposones se mueven 
mediante un mecanismo más complejo, en el que el transposón se repltca de 
acuerdo con su integración en el nuevo sitio diana. Ešte mecanismo produce la 
integración de una copia del transposón en una nueva posición en el genoma. 
mientras que la otra copia permanece en su posición originál. 

Los transposones que se trasladan mediante intermediarios de ADN se en- 
cuentran presentes en eucariotas además de en bacterias. Por ejemplo, e! ge- 
noma humano contiene aproximadamente 300.000 transposones de ADN, que 
constituyen el 3% del ADN humano. Los elementostransponibles origínalmente 
descritos por McCIintock en el maiz se trasladan mediante un mecanismo no 
replicativo, al igual que la mayorta de los elementos transponibies de otras plan¬ 
táš y anímales. De igual manera que los transposones bacterianos, estos ele¬ 
mentos se mueven a muchos puntos diana díferentes a lo largo del genoma. El 
movimiento de estos transposones a sitios no específicos del genoma no pare- 
ce ser muy ventajoso para las células en las que ocurre, pero sin duda ha jugado 
un papel fundamental en la evolución estimulando las reorganizaciones de ADN, 

En levaduras y protozoos, sin embargo, la transposición a través de un me¬ 
canismo replicativo es responsabfe de reorganizaciones programadas del ADN 
que regulan la expresión génica. En estos casos la transposición se inicia por la 
acción de una nucleasa especffica de sitio que rompe en un sitio diana específí- 
co, en donde se inserta una copia del elemento transponible. Los elementos 
transponibies son por tanto capaces no solo de moverse a sitios no específicos 
del genoma, sine tambíén de partícipar en la reorganización específica de ge¬ 
nes determinando cambios programados en la expresión géníca. 


Transposición vía intermediarios de ARN 


Figúra 5.49 

Organización de un ADN retroviral. El 

ADN províral integrado está flanqueado 
por repetidones terminales largas (LTR), 
que son repetidones directas de varios 
cientos de nueleótidos Los genes virales, 
induyendo los genes para ía transeriptasa 
inversa y proteínas estructurales de la 
partícula viral. están localizados entre las 
secuencias LTRs. El provirus integrado 
estä flanqueado por repetidones directas 
cortas del ADN huésped. 


La mayoría de los transposones en las células eucarióticas son retrotranspo- 
sones que se trasladan vía transcripcíón Inversa de intermediarios de ARN, En 
el hombre, hay casi 3 millones de copias de transposones, constítuyendo más 
del 40% del genoma (véase Tabla 4,1). El mecanismo de transposición de estos 
elementos es similar a la replicacíón de los retrovirus, los cuales han proporcio- 
nado el prototipo de sistema para el estudio de esta clase de secuencias de 
ADN móviles. 

Los retrovirus contiene n genomas de ARN en sus part ícu las viral es pero se 
replican mediante la sŕntesis de un provirus de ADN, que se integra en el cromo- 
soma de ADN de Jas células infectadas (véase Fig 3.13). La enzima trans¬ 
eriptasa inversa sintetiza una copia de ADN partiendo del ARN viral. A través 
de ešte mecanismo se produce la sŕntesis de una molécula de ADN que con¬ 
tiene repeticiones directas de varios cientos de nueleótidos en ambos extre¬ 
mos (Fig. 5.49). Estas secuencias repetídas, llamadas repeticiones termina- 
les largas, o LTRs (del inglés, long terminál repeats ), surgen de ía duplicación 
de los sitios del ARN donde se unen los cebadores para comenzar la sŕntesis de 
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ADN. Las secuencias LTR se presentan como un elemente centrál para la 
transcripción inversa, además de estar implieadas en la integración y posteríor 
transcripción del provírus de ADN. 

Como todas las ADN polimerasas, la transcriptasa inversa necestta un ce¬ 
bador, que en el caso de los retrovirus es ona molécula de ARNt unida a un 
sltio específíco (sítio de unión del cebador) cerca del extremo 5 del ARN viral 


Figúra 5.50 

Generación de las LTR durante Ja 
transcripción inversa. LasLTRsecom- 
ponen de tres elementos secuenciales: 
u na secuencia de repetición corta (R) de 
unos 20 nucleótidos que está presente en 
ambos extremos del ARN viral; una se¬ 
cuencia úriica del extremo 5' dei ARN viral 
(U5); y una secuencia úniea del extremo 
3 del ARN viral (U3). Las repeticiones de 
estas secuencias se generan durante la 
síntesis del ADN cuando la transcriptasa 
inversa salta dos veces entre bs extre- 
mos de su molde. La síntesis comienza 
utilizando un cebador de ARNt unido a un 
sítio de unión al cebador (PBS) adyacente 
a U5 en el extremo 5' del ARN viral. La 
polimerasa copia a R. y la hebra de ARN 
del hĺbrído de ARN-ADN es degradada 
por (a ARNasa H. Después la polimerasa 
salta al extremo 3 del ARN viral para sin- 
letizar una hebra completa de ADN com- 
plementaria a la hebra molde de ARN. La 
polimerasa salta de nuevo durante la sín¬ 
tesis de la segunda hebra de ADN, que 
también se inicia por la unión de un ceba¬ 
dor cerca dei extremo 5 de su molde. E i 
resultado de estos saltos es la formación 
de LTRs que contienen secuencias U3-R- 
U5. 
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(Fig. 5.50). Puesto que la síntesis del ADN es en el sentido de 5' a 3', solamente 
un pequeňo segmento de ADN es sintetizado antes de que la transcriptasa in- 
verša alcance el lina! de su molde, La continuación de la síntesis del ADN de- 
pende de la capacídad de la transcriptasa ínversa para «saltar» al exiremo 3 de 
la molécula molde de ARN. Esto se consigue gracias a la actividad ARNasa H 
de la transcriptasa inversa, que degrada la hebra de ARN de los hĺbndos de 
ADN-ARN. Como resultado, el ADN recién sintetizado se convierte en una mo¬ 
lécula de hebra simple, que puede hibridar con alguna secuencia repetida corta 
que esté presente en los extremos 5 y 3 f del ARN viral. Por tanto la síntesis del 
ADN puede continuar, produciendo una molécula de ADN de hebra unica conv 
plementaria aí ARN viral. La síntesis de la hebra opuesta de ADN comienza a 
travás de un fragmento del ARN viral que actúa como iniciador, en un sitio cerca 
del extremo 3 de la hebra molde de ADN. De nuevo el resultado es un segmen¬ 
to corto de ADN, que incluye el sitio de unión del cebador coptado a partir del 
ARNt utilizado como cebador iniciál de la transcripción inversa. La secuencia de 
unión al cebador de ARNt es degradada por la ARNasa H. dejando una hebra 
de ADN colgando que de nuevo «salta» para emparejarse con su secuencia 
complementaria al otro extremo del molde. Asi. la síntesis del ADN puede conti¬ 
nuar una vez más, resultando finalmente un ADN linear con LTRs en ambos 
extremos. 

El ADN viral linear se integra en el cromosoma de la célula huésped mediante 
un proceso que recuerda a la integración de los elementos transponibles. La inte¬ 
gración estä catalizada por una proteína de integración viral y se da en muchas 
secuencias diana diferentes del ADN celular. La proteína de integración rompe 
dos bases antes de los extremos del ADN viral e íntroduce un corte monocatena- 
rio en el sitio diana del ADN celular. Los extremos colgantes del ADN celular se 
unen al extremo del ADN viral, y el espacio es retlenado con la síntesis de ADN. 
El provirus íntegrado esta por tanto flanqueado por una repetición directa de las 
secuencias celutares, similar a las repeticiones que fianquean a los transposo- 
nes de ADN. 

El ciclo de vida del vírus continua con ta transcripción del provirus integrado, 
que produce ARN genómico viral como ARNm que dirige la síntesis de las pro- 
teínas vírales (incluyendo la transcriptasa inversa y la proteína de integración). 
El ARN genómico se empaqueta en les particulas virales, que son liberadas de 
la célula huésped. Esta progenie viral puede n infectar a una célula nueva, ini- 
ciando asi otro proceso de síntesis e integración del ADN. El efecto neto pode- 
mos definirlo como ef movimiento del provirus desde un sitio cromosómico a 
otro, mediante la síntesis y la transcripción inversa de un intermediariode ARN. 

Otros retrotransposones difieren de los retrovirus en que no se empaquetan 
en particulas infecciosas y por lo tanto no pueden pasar de una célula a otra. Sin 
embargo, estos retrotransposones pueden moverse a una nueva diana cromo- 
sómica dentro de una misma célula, mediante mecanismos fundamentalmente 
similares a los implicados en la replicación de los retrovirus. 

Algunos retrotransposones (denominados elementos semejantes a los re¬ 
trovirus o retrotransposones LTR) son similares estructuralmente a los retrovi- 
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Figúra 5,51 

Estructura del retrotransposón LTR. El elemenfo transponibíe de levaduras Tyl pre- 
senta la misma organización que un retrovirus. Las secuencias codificadoras de proteí- 
nas. incluyendo genes para la transcriptasa inversa y proteinas de integración, estän flan- 
queadas por LTRs (llamados elementos de unas 330 pares de bases (pb). El 
transposón integrado está flanqueado por repeticiones directas cortas del sitio diana del 
ADN, 
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rus (Figúra 5.51), Los retrotransposones de ešte tipo constituyen aproximada- 
mente e! 8% del genoma humano. Poseen secuencias LTR en ambos extre¬ 
mos; codíffcan la transcriptasa inversa y la integrasa; y se transponen {como 
retrovirus) medíante la transcripción a ARN, síntesis de una nueva copia de 
ADN por la transcriptasa inversa e integración en el ADN celular. 

Los retrotransposones no LTR dífieren de los retrovirus en que no contienen 
secuencias LTR, aunque si codifican su propia transcriptasa inversa. En mami- 
feros. la clase principál de estos retrotransposones consiste en elementos dis- 
persos largos y altamente repetitívos (LINEs: fong interspersed elements). que 
se repíten aproximadamente 850.000 veces en el genoma y constituyen aproxt- 
madamente el 21% del ADN genómico (véase Capítuio 4). Un elemente LINE 
completo es de 6 a 7 kb de íargo, aunque la mayoría de los miembros de la 
família están truneados en su extremo 5 ť (Fíg. 5.52). En su extremo 3', los LINEs 
poseen regiones de secuencias rícas en A que se creen derivadas de la trans¬ 
cripción inversa de las colas de poliA que se aňaden a los ARNm después de la 
transcripción (véase Capítuio 6). Al igual que otros elementos transponibles. los 
LINEs se encuentran flanqueados por pequeňas repeticiones directas del punto 
diana del ADN, indicando que la integración impiíca cortes escalonados y repa- 
ración por síntesis. 

Puesto que los LINEs no contienen secuencias LTR, el mecanísmo de su trans¬ 
cripción inversa y posterior integración en el ADN cromosómico debe ser distinto de 
aquel utilizado por los retrovirus y la clase I (contienen LTRs) de retrotransposones. 
En partfcular, la transcripción inversa se inicia con la rotura de un extremo del ADN 
cromosómico por el sitio de integración , que resulta del corte en el sítio diana del 
ADN por una nucleasa eoditieada por el retrotransposón (Fig. 5.53). Se inicia por 
tanto la transcripción inversa con la cola poli-A en el extremo 3' del transposon de 
ARN y que contsnua a fo largo de la moléeula. La hebra opuesta de ADN se sinfeti- 
za utilizando como cebador el otro extremo roto del sitio diana del ADN, resultando 
asi símultáneas la síntesis y la integración del retrotransposón de ADN. 

Otros elementos secuencíales, que no codifican su propia transcriptasa in¬ 
versa, también se transponen vía intermedianos de ARN. Estos elementos in- 
cluyen a las secuencias altamente repetítivas cortas dispersas (SINEs), de las 
que existen cerca de un milión de copias en los genomas de los mamíferos 
(véase Capítuio 4). La principál família que representa a estos elementos se 
compone de secuencias Afu , que constan aproximadamente de 300 bases de 
longitud. Estas secuencias son ricas en segmentos de poli^A en sus extremos 3 
y están ffanqueadas por duplicaciones cortas de las secuencias diana del ADN, 
una estructura similar a la de los retrotransposones que caredan de secuencias 
LTR (p. ej., los LINEs). Los SINEs surgen de la transcripción inversa de peque- 
nos ARN, que incluyen a los ARNt y a pequeňos ARN citoplasmáticos implica- 
dos en el transporte de proteínas. Puesto que ios SINEs no codifican productos 
funcionales del ARN, representan pseudogenesque se forman por la transposé 
cíón de ARN. Los pseudogenes de muchos genes eodifieadores de proteínas 
(llamados pseudogenes procesados) surgen de forma similar a través de la 
transcripción inversa del ARNm (Fig. 5.54). Estos pseudogenes procesados se 
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Figúra 5.52 

Estructura de LINEs h u ma nos. Los LINEs carecen de LTRs, pero codifican la transcrip¬ 
tasa inversa. Presenta tramos de secuencias ricas en Ä (designadas AJ en sus extremos 
3\ que se cree que derívan de la transcripción inversa de colas de poli-A anadidas al 
extremo 3 de los ARNm, Al igual que otros elementos transponibles, los LINEs están 
flanqueados por repeticiones directas cortas del sitio diana del ADN. 
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Figúra 5.53 

Modelo de transcripeión inversa e inte- 
grador de LINEs. El punto diana del ADN 

es escindido por una nucleasa codificada 
por el retrotransposón. La transcripeión in¬ 
versa, deseneadenada por un extremo roto 
del ADN diana, se inícía en ei interior de la 
cola de poli-A en ei extremo 3 del retro- 
transposón de ARN. La síntesis de la he- 
bra opuesta del retrotransposón de ADN 
se deseneadena de forma similar por la 
otra hebra de ADN en el punto diana. 
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pueden reconocer fácilmente no sólo por la presencia de los segmentos ricos 
en A sino también por que se han eliminado los intrones que estaban presentes 
en el correspondiente gen normál durante el procesamiento del ARNm. La 
transposición de los SINEs y otros pseudogerres procesados se cree que trans- 
eurre de manera símifar a la transposición de los LINEs. Sin embargo, debido a 
que estos elementos no incluyen los genes para la transcríptasa inversa u otra 
nucleasa. su transposición presumiblemente implica la acción de transeriptasas 
inversas y nucleasas que están codificadas en algún otro lugar del génom a —po- 
siblemente por retrotransposones de clase I o II, como los LINEs—. 

Aunque los altamente repetitivos SINEs y LINEs representan una fracción 
significativa del ADN genómieo, su transposición a sítíos aleatoríos en el genoma 
parece ser que no resuíta muy útil para la célula en la que se encuentraa Estos 
transposones inducen mutaciones cuando se integran en un sitio diana nuevo, y 
al igual que las mutaciones inducidas por otros agentes. la mayoría de las muta- 
ciones resultantes de la integración por transposición se espera que sea daňina 
para la célula. De hecho, las mutaciones se han asociado con algunos casos de 
hemofília, distrofia muscular. y cáncer de colon. Por el contrario, algunas mutacio¬ 
nes derivadas de la transposición de estos elementos puede ser beneficiosa t 
contribuyendo de manera pošiliva en la evolucíón de las especies. Por ejemplo, 
algunos retrotransposones en los genomas de mamŕferos contíenen secuencias 
reguladoras que controlan la expresión de genes adyaceníes. 

Además de su papel como mutágenos, los retrotransposones también pue¬ 
den contríbuir a la diversídad genética mediante la estimulación de reorganíza- 
ciones del ADN. Las secuencias de ADN celularque se encuentran adyaceníes 
a los LINEs con frecuencia se intercambian en el proceso de transposición. 
Como consecuencia, la transposición de los LINEs puede dar lugar al movi- 
mientode secuencias de ADN ceiulara sítíos nuevos ene! genoma. Puestoque 
los LíNEs son capaces de integrarse dentro de genes activos, la transposición 
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Figúra 5.54 

Formación de on pseudogén procesa- 

do. El gen ilustrado contiene tres exones, 
separados por dos intrones. Los intrones 
se eltminan del transcrito prímano me- 
diante escisión, y se aňade una cola de 
poli-A ai extremo 3 del ARNm. La trans- 
cripción inversa y la integracíón producen 
un pseudogén proeesado, que no contíe- 
ne intrones y presenta un tramo rico en A 
en su extremo 3 , E! pseudogén procesa- 
do está flanqueado por repetíciones direc- 
tas cortas det sitio diana del ADN que se 
generaron durante la integracíón. 


asoeiada de las secuencias de ADN ceiular puede conducir a la formación de 
nuevas combinaciones de secuencias reguladores y/o codíficadoras y contribuir 
directamente a la evolución de nuevos genes. 

La gran mayoría de los elementos transponibles del genoma humano son 
ínactivos, con sólo unas 100 copías de LINEs que mantienen las secuencias 
codificadoras de proíeina necesarias para su transposición. Todos los transpo- 
sones de ADN humanos y la mayoría de los retrotransposones representan asi 
reliquias de la evolución en lugar de elementos actualmente funcionales. Sin 
embargo, éste no es ef caso en otras especies, incluyendo Arabidopsis T C, eie- 
gans , Drosophlia y los ratones, que poseen un nivel muy superior de actividad 
de sus transposones En el ratón, por ejemplo, los retrotransposones LTR, LINEs 
y SINEs son todos activos. En consecuencia. se estima que el 10% de todas las 
mutaciones en los ratones es resultado de los transposones, comparado con 
sólo en torno a 1 de cada 600 en el hombre. Existe pues una intrigante y notable 
diferencia en la actividad de los transposones entre los ratones y humanos, 
cuya explicacíón esťa todavía por determinar. 

Amplificación génica 

Las reorganízacíones del ADN que hemos discutido hasta ahora alteraban la posi- 
ción de una secuencia de ADN dentro del genoma La amplificación génica pue¬ 
de entenderse como un tipo diferente de alteración en la estructura del genoma; 
incrementa el numero de copías de un gen dentro de una célula* La amplificación 
génica es el resultado de la repetición de la replicación del ADN, produciendo múlti- 
ples copias de una región en particular (Rg. 5,55). Las secuencias de ADN amplifi- 
cadas se pueden encontrar en forma de moléculas extracromosómicas libres o 
como distribuciones en tándem de secuencias dentro del cromosoma. En cualquier 
caso, el resultado es el aumento de la expresión del gen amplifieado, simplemente 
debído a que están disponíbles más copias del gen que šerá transcrito. 

En algunos casos, la amplificación génica es responsable de aumento pro- 
gramado durante el desarrollo de la expresión genética. El ejemplo clásico es la 
amplificación de los genes de ARN ribosómico en los oocitos (huevos) de los 
anfibios. Los huevos son células extremadamente grandes, que requieren una 
síntesis de proteínas muy alta. Los oocitos de los anfibios en particular son 
aproximadamente un milión de veces más grandes en volumen que una célula 
somática típica y deben proporeionar grandes cantídades de síntesis de proteí¬ 
nas durante el desarrollo temprano. Para ello es necesario aumentar la síntesis 
del ARN ribosómico, resuelta en parte por la amplificación de los genes del ARN 
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Figúra 5.55 

Amplificación del ADN. Repetidas 
vueltas de replicación del ADN produeen 
múltiples copias de una región 
cromosómica particular. 


ADN 




nbosómico. Tal y como dijimos en el Capítulo 4, en cada genoma existen varios 
cientos de copias de genes de ARN ribosómico, de manera que se puede pro- 
ducir el suficiente ARNr para atender las necesidades de las células somáticas. 
En los huevos de los anfibios, estos genes se amplifican 2,000 veces más, 
aproximadamente un milión de copias por oocito. Olro ejemplode amplificación 
génica programada se da en Drosofiia, en donde los genes que codifican a las 
proteínas del corion (genes del corion) se amplifican en las células del ovario 
para producir grandes cantidades de estas proteínas. Al igual que otros reorga- 
nízaciones programadas, sin embargo, la amplificación génica es un proceso 
relativamente infrecuente que ocurre en tipos de células altamente especializa- 
das; no es un mecanismo comun en la regulación génica. 

La amplificación génica también ocurre como un proceso anormal en las 
células cancerígenas, en las que aumenta la expresíón de los genes que contri- 
buyen al crecimiento celular incontrolado. Tal amplificación génica se describió 
por primera vez en las células cancerígenas que resuitaron resistentes al meto- 
trexato, uno de los medicamentos utilizados en la quimioterapia del cáncer. El 
metotrexato inhibe a la enzima dihidrofolato reductasa, que está implicada en la 
síntesis de los dNTPs y por tanto necesaria para la síntesis de ADN. La resis^ 
tenčia al metotrexato con f recuencia se desarrolla a partír de la amplificación del 
gen dihidrofolato reductasa, produciendo el aumento de la producción de la en¬ 
zima y como consecuencia la pérdida de la inhibición efectiva del metotrexato. 
Además, la amplificación génica en las células cancerígenas suele determinar 
el aumento de la exprestón de los genes que dirigen la proliferacíón celular (on- 
cogenes) contribuyendo asi de manera directa al desarroflo del tumor (véase 
Cap, 15). Por ejemplo, la amplificación del gen erbB-2 normalmente está impli¬ 
cada en el cáncer de mama humano. Por tanto, al igual que otros tipos de reor- 
ganizaciones del ADN, la amplificación génica puede tener consecuencias be- 
nignas o malignas para la céiula o el organismo en el que ocurra. 



























Capítulo 5 * Replicación, mantenimiento y reorganización del ADN genómico • 227 


RESUMEN 

REPLICACIÓN DEL ADN 

ADN polimerasas: Distintas ADN polimerasas desempenan funcíones dife- 
rentes en la replicación y reparación del ADN en las células procariotas y 
eucariotas. Todas las ADN polimerasas conocidas siníetízan el ADN exclusi- 
varnente en sentído de 5 a 3' mediante la adición de dNTPs a la hebra ceba- 
dora de ADN, 

Horquilla de replicación : Las hebras parentales de ADN se separan y sir- 
ven de molde para ia síntesis de dos nuevas hebras en la horquilla de repli¬ 
cación. Una de tas hebras nuevas de ADN (la hebra conductora) se sintetiza 
de manera contmua; \a otra hebra (la hebra rezagada) se forma por la unión 
de pequeňos fragmentos de ADN que son sintetizados «mareha atrás» con 
respecto al sentido de la replicación, Las ADN polimerasas y otras muchas 
proteínas actúan de manera coordinada para sintetizar a las hebras conduc¬ 
tora y rezagada del ADN. 

Fidelidad de la replicación : Las ADN polimerasas aumentan la exactitud 
de la replicación a través de la selección de la base correcta y la doble lectu- 
ra del ADN recién sintetizado para eliminar las bases desapareadas, 

Orígenes e inicio de la replicación: La replicación del ADN comienza en 
orígenes especŕficos de replicación, que contienen los sitios de unión para 
las proteínas que inician el proceso. 

Tetomeros y teíomerasa: replicación de íos extremos del cromosoma 

Las secuencias repetídas teloméricas en los extremos de los cromosomas 
se replican por la acción de la transcriptasa inversa (telomerasa) que contie- 
ne su propio molde de ARN. 

REPARACIÓN DEL ADN 

tnversión directa dei ADN daňado : Algunos tipos de lesiones comunes dei 
ADN, como los dímeros de pirimídina y los residuos de guanina alquilados, 
son reparados por la ínversión directa del daňo. 

Reparación por escisión : La mayoría de los dahos en el ADN son repara¬ 
dos mediante la escisión del ADN daňado. El espacio resultante se reílena 
con ADN recién sintetizado, usando a la hebra complementaria no daňada 
como molde. En la reparación por escisión de las bases* se eiimina de la molé- 
cula de ADN a tipos específicos de bases daňadas. Por el contrario, los siste- 
mas de reparación por escisión de nucleótidos reconocen a una vasta varie- 
dad de bases daňadas como parte de un oligonucieótído. Un tercer ti po de 
sistema de reparación por escisión eiimina específicamente las bases desem- 
parejadas de las hebras d e ADN recién sintetizadas. 

Reparación propensa alerror: ADN polimerasas especializadas son capa- 
ces de replicar el ADN opuesto a un punto de ADN daňado, aunque la acción 
de estas polimerasas resulta en una elevada frecuenda de incorporación de 
bases incorrectas. 

Reparación recombinatoria: Ei ADN daňado puede ser reemplazado me¬ 
diante recombinación con una molécula no daňada. Ešte mecanismo juega 
un papel importante en ia reparación de daňos que se encuentran durante 
la replicación del ADN, además de en la reparación de roturas de doble 
hebra. 


PALABRAS CLAVE 


ADN polimerasa mutágeno 


horquilla de replicación, fragmento de 
Okazaki, ADN ligasa, hebra conductora, 
hebra tardía, prímasa, ARNasa H, 
exonucleasa, helicasa, proteína de unión 
a la hebra simple de ADN Ť topoisomerasa 


doble lectura 


origen de replicación, secuencia de 
replicación autónoma (ARS), complejo 
de origen de replicación (ORC) 


telómero, telomerasa, transcriptasa 
inversa 


dímero de pirimídina, fotorreactivacíón 


reparación por escisión de bases, ADN 
giicostlasa. AP cndonucloasa, 
reparación por escisión de nucleótidos, 
escínucleasa, reparación acopfada a ta 
transcripción, reparación de errores 


reparación propensa al error 


reparación recombinatoria 
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recombinación homóloga generál, 
modelo de Holliday. unión o 
intermediario de Holliday 


fíecA 


recombinación específica de sitio T 
lisogenia. antŕgeno, mmunogFobulina, 
receptor de células T 


transposición, elemento transponible, 
transposón 


retrovirus, transcriptasa inversa t 
repetición terminál larga (LTR), 
retrotransposon, U N E. SINE, pseudogén 
procesado 


amplificación génica 


RECOMBINACIÓN ENTRE SECUENCIAS HOMÓLOGAS DE ADN 

Las mofécuías de ADN se recombinan medíante rotura y unión El me- 

canismo moleeular de la recombinación impíica la rotura y la unión de las 
moléculas parentaies de ADN. 

Modeios de recombinación homóioga: La alineación entre las moléculas 
de ADN homólogas proporciona el apareamíento complementario de las ba* 
ses. Las hebras de ADN parental ^melladas» ínvaden a la otra molécula 
parental, produciendo un iníermediarío de hebras cruzadas conocido como 
unión o intermediario de Holliday. Las moléculas recombinantes se forman 
después po r escisión y unión de las hebras cruzadas. 

Enzimas invotucradas en f a recombinación homófoga. La enzima cen¬ 
trál de la recombinación homóioga e$ RecA, que catatiza el intercambio de 
hebras entre los ADN homólogos, Otras enzímas cortan y desenrollan los 
ADN parentaies y resuelven las uníones de Holliday. 

REORGANIZAMIENTOS DEL ADN 

Recombinación específica de sitio: La recombinación específica de sitio 
tiene lugar entre secuencias especificas de ADN que son reconocidas po r 
proteínas que permiten el proceso, En los vertebrados, la recombinación es¬ 
pecífica de sitio desempeňa un papel esencial en la generación de inmunoglo- 
bulinas y genes de los receptores de las células T du raňte el desarrollo del 
sistema inmune. 

Transposición i na intermediarios de ADN: La mayoria de los transposo- 
nes se mueven a Jo largo del genoma sin necesidad secuencias especificas 
de ADN en sus sitios de rnserción. En levaduras y protozoos, sin embargo, la 
transposición de algunas secuencias de ADN a dianas especificas son el 
resultado de organizaciones programadas del ADN que regulan la expresión 
génica. 

Transposición i na intermediarios de ARN : La mayoria de los transposo- 
nes en las células eucariotas se mueven mediante la transcripción inversa 
de intermediarios de ARN, de forma simílar a la replieación de los retrovirus. 
Estos retrotransposones incluyen a las secuencias altamente repetitivas 
UN E y SINE de los genomas de mamíferos. 

Amplificación génica: La amplificación génica resulta de la replieación re- 
petitiva de una región cromosómica. En algunos casos, la amplificación ge¬ 
nética proporciona un mecantsmo de aumento de la expresión de los genes 
d u raňte el desarrollo. La amplificación génica también se produce con fre- 
cuencia en las células cancerígenas, pudiendo originar la elevada expresión 
de los genes que contribuyen a la proliferacíón celular incontrolada. 


Preguntas 

1. Discute los pape les desempeňados 
por las diferentes ADN polimerasas de E. 
coti. 

2. ^Gué es un fragmente de Okazaki? 
zCómo se convierlen en una hebra conti- 
nua? 

3. Compara la acción de las topoisome- 
rasas I y II. 

4. zGómo averiguarías en una levadura 
si una secuencia de ADN posee un ori- 


gen de replieación o una secuencia de re- 
plicación autónoma (ARS)? 

5. ^Por qué posee el genoma huma- 
no miles de orígenes de replieación y 
el genoma d e E. coti sólo conliene 
uno? 

6. iCó mo empieza la sintesis de ADN 
en el origen de replieación? 

7. iCómo extiende la telomerasa los 
extremos cromosómicos para compen- 


sarla íncapacidad de la ADN polimerasa 
de completar la repficación del ADN en 
los extremos cromosómicos? 

8. Explica e! proceso de reparación por 
escisión de nucleótidos. 

9. ^Cómo puede una célula reparar 
una rotura de doble hebra en su ADN? 

10. iOô mo está relacionado el cáncer 
de mama con un mecanismo de repara- 
ción de ADN? 
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11. Los pacientes de xeroderma pig- 
mentosa sufren una íncidencia altísima 
de cáncer de ptel aunque no se ha en* 
contrado la misma índdencia en cánce- 
res de órganos internos {p. ej., cáncer de 
colon). iQué sugiere esto acerca de los 
daňos del ADN responsables de la mayo- 
ría de los cánceres internos? 
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E n los capítulos 4 y 5 SE trata LA ORGANiZACiÓN y mantenimiento del ADN 
genómico, que es considerado como el conjunto de instrucciones que 
dirtgen todas las actividades celulares. Estas instrucciones se llevan a 
cabo por medio de la síntesis de ARNs y proteínas. El comportamiento de una 
célula está determinado no sólo por el conjunto de genes que ha heredado sino 
también por cuales de estos genes se expresan en u n momento determinado. 
La regulación de la expresión génica permíte a las células adaptarse a los cam- 
bios en el ambiente y es responsable de las distintas actividades llevadas a 
cabo por los múľtiples tipos celulares que componen a los animales y plantas 
complejos. Las células musculares y hepáticas, por ejemplo, contienen los mís- 
mos genes: la función de estas células está determinada no por diferendas en 
sus genomas, sino por patrones regulados de expresión génica que dirigen el 
desarrollo y la diferenciación. 

El primer pase en la expresión de un gen, la transcripción del ADN a ARN, es 
el nivel primario de regulación de la expresión génica en procariotas y eucario¬ 
tas. En células eucariotas los ARNs son moďtficados de varias formas —por 
ejempio, eliminando los intrones por corte y empalmado—para transformar el 
transerito primario en su forma funcionaL Los distíntos tipos de ARN tíenen dife- 
rentes funciones en las células: el ARN mensajero (ARNm) sirve de molde para 
la síntesís de proteínas; el ARN ribosómico (ARNr) y el ARN de transferencia 
(ARNt) participan en la traducción del ARNm. Otros ARN de pequeňo tamaňo 
intervienen en el corte y empalmado de ARNm y en la clasifícactón de proteínas 
en eucariotas. En ešte capítulo se diseuten los procesos de síntesis y madura- 
cíón del ARN, El paso final de la expresión génica, la traducción del ARNm a 
proteínas, es el terna del Capítulo 7, 


Transcripción en procariotas 

Como en la mayoría de las áreas de la biológia molecular, el estudio de E. coli 
ha proporcíonado el modelo para posteriores investígaciones acerca de la 
transcripción en eucariotas. El ARNm fue deseubierto en primer lugar en la 
E cofi, como fue expuesto en el Capítulo 3. También fue E. coli el primer orga- 
nismo del que se aísló y puríficó la ARN polimerasa. A partír de experimentos en 
E. coli fueron aclarados los mecanismos básicos por los que se regula la 
transcripción. En estos ensayos se observó que la regulación de la expresión 
génica posibilita al organismo a responder a cambios en su entorno, como 
variaciones en la disponibilidad de nutríentes. La comprensión de la transcrip¬ 
ción en E.cofi ha supuesto la base para los estudios acerca de los mecanís- 
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Figúra 6. 1 

ARN polím erasa de E. coli. La enzima 
completa consta de seis subunidades: 
dos a, una //, una una to y una n, La 
subunidad rr está irnída de forma relativa* 
meňte débil y puede disodarse de tas 
otras cuatro subunidades, que constitu- 
yen el núcleo de la poíimerasa. 


mos que regulan la expresión génica en eucariotas, de mucha mayor com- 
plejidad. 

ARN polimerasa y transcripción 

La principál enzima responsable de la sfntesis de ARN es la ARN polimerasa, 
que cataliza la polimerización de ríbonucleósidos 5-tnfosfato (NTPs) dirigida 
por un molde de ADN, La síntests de ARN es similar a la de ADN, y como la 
ADN polimerasa, la ARN polimerasa cataliza el crecimiento de la cadena de 
ARN en direccíón 5 -3'. Sin embargo, a diferencia de la ADN polimerasa, la ARN 
polimerasa no requiere u n cebador preformado para iniciar la sŕntesís de ARN. 
En lugar de ello, la transcripción empieza de novo en secuencias específicas al 
principio de los genes. El proceso de iniciación es especialmente importante 
porque es el primer paso que regula ía transcripción. 

La ARN polimerasa de E coíu como la ADN polimerasa, es una enzima 
compleja compuesta de múltipies cadenas polipeptídícas, La enzima intacta se 
compone de cuatro tipos distintos de subunidades, denomínadas a, /L (í\ to y n 
(Fig. 6.1). La subunidad <i estä unida de forma relativamente debil y al separar- 
se del resto de las subunidades permanece unida al ADN el núcleo de la polime¬ 
rasa, compuesto por dos subunidades a, una /ŕ, una jí\ y una ío. El núcleo de la 
polimerasa es totalmente capaz de catalizar la incorporación de NTPs al ARN, 
lo cual implica que la subunidad r> no es necesaria para la actividad catalítica 
básica de la enzima. Sín embargo el núcleo de Ja polimerasa no se une especŕfF 
camente a las secuencias que sehalízan la iniciación normál de la transcripción; 
por lo tanto, la subunidad a es necesaria para ideníificar los lugares adecuados 
para iniciar la transcripción. La selección de estos sitíos es un elemente crítico 
en la transcripción, porque la síntesis de un ARN funeionante debe comenzar ai 
principio del gen. 

La secuencia de ADN a la que se une la ARN polimerasa para iniciar la 
transcripción de un gen se denomina promotor. Las secuencias de ADN cuye 
funcíón es actuar de promotores fueron identifieadas en primer lugar en E .coli 
comparando las secuencias nueleotídieas de una šerie de genes aislados. Esta 
comparación reveló que en la región corríente arriba del sítio de iniciación de la 
transcripción exísten dos tramos de secuencias que son similares en muchos 
genes, Estas regiones comunes abarcan seis nueleótídos cada una. y se en- 
cuentran aproximadamente a 10 y 35 bases corriente arriba del sítio de inicio de 
la transcripción {Fig. 6.2}. Se conocen como secuencias -10 y -35, indicando 
su posición relativa respecto al sitio de inicio de la transcripción, que se define 
como el sitio +1 Las secuencias -10 y -35 de distintos promotores no son 
idénticas. pero tienen una similitud suficíente para establecer secuencias de 
consenso —las bases más frecuentemente encontradas en cada posición—. 

Dtversas fuentes de evidencia experimental han puesto de manifiesto la im- 
portancia funcional de las secuencias promotores -10 y ~35. En primer lugar, 
los genes con promotores que difieren las secuencias consenso son transeritos 
de una forma menos efíciente que aquellos genes cuyos promotores se aseme- 
jan más a las secuencias consenso. Segundo, las mutaciones introducidas en 
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Figúra 6.2 

Secuencias de los promotores de E. coli. Los promotores de E. coíi se componen de 
dos grupos de secuencias iocalizadas a 10 y 35 pares de bases corriente arriba del sitio 
de inicio de transcripción (+1). Las secuencias consenso representadas son las bases 
más frecuentemente encontradas en diferentes promotores. 
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Figúra 6,3 

Técnica del footprinting del ADN. Se 

divide en dos una muestra que contiene 
fragmentos de ADN marcados radiaciiva- 
meňte en un extremo. y una mitad de la 
muestra se incuba con una proteína que 
se une a una secuencia específica de 
ADN dentro del fragmento. Ambas mues- 
tras son digeridas con una ADNasa, de tal 
forma que la ADNAsa introduzca una mé¬ 
dia de un certe por molécula. La región de 
DNA unída a la proteína está protegida de 
la digestión por la ADNasa. Los compiejos 
ADN-proteína son desnaturalizados, y se 
analiza mediante electroforesis el tamaňo 
de los fragmentos de ADN obtenidos por 
la ADNasa y marcados radiactivameňte 
(igual que para la secuenciación del 
ADN)* En la muestra de ADN que fue ín- 
cubada con la proteína están ausentes los 
fragmentos de ADN resultantes de la di¬ 
gestión por la ADNasa de ta región prote¬ 
gida por ía unión de dicha proteína. 
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cualquiera de las dos secuencias consenso tienen un gran efecto en la función 
promotora. En tercer lugar, los sitios de unión de la ARN polimerasa a los pro- 
motores han sido identificados mediante la técnica del footprinting , utilizada 
de forma habitual para determinar los sitios en los que se unen las proteínas al 
ADN (Fig. 6.3). En ešte tipo de ensayos se marca radiactivamente el extremo de 
una molécula de ADN. El ADN marcado se incuba con la proteína de interes (p. 
ej. ? ARN polimerasa) y se somete a digestión parciel por medíode una ADNasa. 
El método se basa en que las regiones a las que se une la proteína quedan 
protegidas de la digestión por la ADNasa. Estas regiones son identificabtes por 
comparación de los productos de digestión del ADN unido a proteína con los 
obtenidos por digestión de una muestra idéntica de ADN que no fue incubada 
con proteína. Se pueden utiiizar variaciones de ta técnica básica, empleando 
reactivosquímieos para modificary cortar el ADN en determinados nucleótidos, 
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Figúra 6 4 

Transcripción mediante la ARN poli- 
mera s a de E, coti. La polimerasa se u ne 
inicialmente al ADN de forma no específi¬ 
ca y recorre la molécula hasia que la su- 
bunidad n se une a los promotores -35 y 
-10, dando lugar a u n complejo promotor 
cerrado. Entonces la polimerasa va sepa- 
rando las dos cadenas de ADN alrededor 
del sitio de iniciación, y comienza la trans¬ 
cripción mediante la polimerización de los 
NTPs libres. La subunidad rr se separa del 
nucieo de la polimerasa, que se desplaza 
a lo largo del ADN y va alargando la cade¬ 
na de ARN en crecimíento. 





con el objetivo de identificar las bases que están en contacto eon la proteína. 
Estosensayos han mostradoque la ARN polimerasa generalmente se une a los 
promotores en una región de unos 60 pares de bases, que va de -40 a +20 
{desde el nucleótido 40 corrrente arríba al nucleótido +20 corriente abajo del 
sitio de inicio de la transcripción). La subunidad n se une específicamente a las 
secuencias de las regiones promotoras -10 y -35, corroborando la importancia 
de estas secuencias en la función de los promotores de la transcripción. Algu- 
nos promotores de E. coíi poseen una tercera secuencia, corriente arriba de la 
región -35, a la que se une la subunidad a de la ARN polimerasa. 
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En ausencia de la subunidad a, la ARN polimerasa se une al ADN de forma 
no específica y con baja afintdad. La función de a es dirigir a la polimerasa a los 
promotores uniéndose específicamente a las secuencias -35 y -10, para iniciar 
la transcripción en el principio del gen {Fíg* 6.4). El conjunto formado inicialmen- 
íe entre la polimerasa y el promotor se denomina complejo promofor cerrado 
dado que el ADN no está desenrollado. La polimerasa después desenrolla unas 
15 bases de ADN alrededordel sifio de inicio para dar un complejo promotor 
abierto en el que ya está disponible una hebra única de ADN para servir como 
molde para su transcripción, la cual comíenza con la incorporación de dos 
NTPs, Tras la adición de unos diez nucleótidos la subunidad <r se separa de la 
polimerasa, que abandona la secuencia promotora y progresa sobre el molde 
de ADN para continuar la elongación de la cadena de ARN. 

Durante la elongación, la polimerasa permanece asociada con su molde 
mientras continúa la síntesis de ARNm. A medida que avanza, la polimera¬ 
sa desenrolla el molde de ADN que tiene por delante y vuelve a enrotlar el 
ADN que queda detrás, manteniendo una región desenrollada de unas 15 pa- 
res de bases en la región de transcripción. El anállsis estructural de alta reso- 
lución de la ARN polimerasa bacteriana indica que las subunidades /í y /ŕ' for- 
man una estructura en forma de pinza de cangrejo que sujeta el molde de ADN 
(Fig. 6.5). Una canal interno entre las subunidades /f y /ľ acomoda aproxi- 
madamente 20 pares de bases de ADN y contiene el centro activo de la po¬ 
limerasa. 

La síntesis de ARN continúa hasta que la polimerasa encuentra una seňal 
de terminación, tras lo cual se detiene la transcripción, se separan el ARN y 
la polimerasa y la enzima se disocia del molde de ADN. La senal de terminación 
más simple y común en E. coli consiste en una secuencia palindrómica rica 
en GC seguida de cuatro o más residuos de A (Fig. 6.6). La transcripción 
de la región rica en GC da lugar a un segmento de ARN que forma una horquilla 
estable por apareamiento complementario de bases. La formación de una es¬ 
tructura autocomplementaria en el ARN altera su unión con el molde de ADN 
y finaliza la transcripción. Dado que los enlaces A-U son más débiles que los 
G-C, se cree que la presencia de residuos A corriente abajo de la secuencia 
palindrómica facilifa la disociación del ARN del molde. Aparte de la forma¬ 
ción de horquillas en el ARN, tanto en procariotas como en eucaríotas exis- 
ten otros tipos de seňales de terminación de la transcripción, que dependen de 
la unión a secuencias específicas de ADN de proteínas finaíizadoras de la 
transcripción. 



Figúra 6.5 

Estructura de la ARN polimerasa bacteriana. Las subunidades 2 de la 
polimerasa aparecen de color verde claro y verde oscuro, ji en azul, /(' en 
rosa y im en amarillo. (Cortesía de Seth Darse, Rocketeller University.) 
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Figúra 6 ,6 

Terminación de la transcripción. La 

terminación de la transcripción está seňa- 
lada por una repeticion invertida rica en G- 
C seguida de cuatro residuos A. La repeti- 
ción invertida forma en el ARN una esíruc- 
tura tipo bude estable que obliga ai ARN a 
disociarse de! molde de ADN. 
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Figúra 6.7 

Metabolismo de la lactosa. La /f-galac- 
tosidasacataliza !a hídrôfisis de la lactosa 
en glucosa y galactosa. 


Los estudios pioneros sobre regulación génica en E.coli fueron llevados a cabo 
por Frangois Jacob y Jacques Monod en los aňos 50. Estos investigadores y 
sus colaboradores analizaron la expresión de las enzimas implicadas en el me¬ 
tabolismo de la lactosa, que es una fuente de carbonos y energia tras ser hidro- 
lizada a glucosa y galactosa (Fig. 6.7). La enzima que cataliza esta reacción 
(/ŕ-galactosidasa) y otras enzimas implicadas en el metabolismo de la lactosa 
están presentes únícamente cuando existe lactosa en el medío. En caso contra- 
rio la bacteria es capaz de economizar no invirtíendo energia en la sŕntesís ínne- 
cesaria de ARN y protemas, Por lo tanto, la lactosa induce la síntesis de 
las enzimas implicadas en su metabolismo. En el metabolismo de la lactosa 
intervienen otras dos enzimas cuyos genes se encuentran muy ligados al de 
la /ŕ-galactosidasa: son la galactósido permeasa, que transporta lactosa al inte- 
rior de la célula, y una transacetilasa, cuya función en esta vía metabólica toda- 
vŕa se desconoce. Basándose en experimentos puramente genéticos, Jacob y 
Monod dedujeron el mecanismo de regulación de estos genes, formulando 
un modelo que sigue vigente para el entendímiento de la regulación transcrip- 
cionaľ 

El punto de partida en estos experimentos fue el aislamiento de mutantes 
que eran defectivos en la regulación de los genes implicados en la utilizacíón de 
lactosa. Estos mutantes eran de dos tipos: mutantes constitutivos, que expre- 
san los tres genes íncluso en ausencia de lactosa y mutantes no inducibles, que 
son incapaces de expresar los genes incluso en presencia del sustrato Por 
mapeo genético fueron localizados los dos loci de las mutaciones, denomina- 
dos o e /, corriente arriba del gen de la //-galactosidasa. Las mutaciones en o 
daban expresión constitutiva; los mutantes en / podían ser tanto constitutivos o 
como no índucibles. 

Se determsnó la función de estos genes en experimentos en los que se cru- 
zaron dos cepas bacterianas, dando cepas diploides con mezcla de genes de 
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Regulacíón de la //-galactosidasa en E. 
co t i diploide. E! cruzamiento de dos ce- 
pas bacterianas produce células diploides 
que comtíenen genes de ambos progenito- 
res* En estos ejemplos se asume que los 
genes que codifican la /í-galactosidasa 
(los genes z) pueden dístinguirse median- 
te las mutaciones génicas estructurales, 
designando z 1 y ž\ En un diploide ľ/ľ (i z- 
quterda), ambos genes estructurales son 
inducibles; por tanto, r es dominante so- 
bre ľ y afecta a la expresión de los genes 
z en ambos cromosomas. Por e! contrarlo, 
en un diploide c f/o + (derecťia) el gen z !i- 
gado al ď se expresa de forma constitutF 
va, mientras que el ligado al o f es induci¬ 
ble. Por tanto, el o afecta a la expresión 
sólo del gen zadyacente en el mismo cro- 
mosoma. 


ambos progenitores (Fig. 6.8). El análisis de la expresión génicaen estas bacte- 
rias diploides proporcionó una šerie de observaciones de gran importanda al 
defínirqué alelos de los genes regufadoreseran dominantes y cuafes recesivos. 
Por ejemplo, cuando una bacteria con un gen / normál (ľ) se cruza con otra 
portadora de una mutación en i produciendo expresión constitutiva (una muta¬ 
ción ŕ), la bacteria diploide resultante muestra una inductibílídad normál; por lo 
tanío, el gen normál t es dominante respecto al gen mutado r. Sin embargo, el 
cruzamiento de bacterias normaíes con otras portadoras de una mutación ď 
(expresión constitutiva) pradúce cepas con el fenotipo de expresión constituti¬ 
va, ŕndicando que ď es dominante sobre o\ Experimentos adicionales en los 
que se combínaron mutaciones en o e i con diferentes mutaciones en los genes 
estructurales mostraron que o afecta únicamente la expresión de los genes a 
los que está físicamente unido, mientras que / afecta la expresión de genes en 
las dos copias cromosómicas de bacterias diploides. Esto es ŕ en una bacteria 
ď/o\ solo los genes estructurales unidos a o c se expresan de forma constituti¬ 
va. Por el contraric, en un organismo t/ r, los genes estructurales de ambos 
cromosomas se regulan con normalidad. Estos resultados llevaron a la conclu- 
síón de que o representa una zóna de ADN que controla ia transcripción de 
genes adyacentes, mientras que el gen / codifica u n factor regulador (p. ej., una 
proteína) que difunde a través de la célula y controla los genes de ambos cro¬ 
mosomas. 

El modefo de regulación génica desarrollado a partir de estos experimentos 
se ilustra en la Figúra 6.9. Los genes que codifican la /Fgalactosidasa, la per- 
measa y la transacetilasa se expresan como una unidad, denominada operón. 
La transcripción del operón es controlada por o (el operador), situado cerca del 
sitio de inicio de ta transcripción. El gen / codifica una proteína que regula la 
transcripción por medio de su unión con el operador Dado que las mutaciones 
ľ (que producen expresión constitutiva) son recesivas, se tlegó a ia conctusión 
de que estas mutaciones conllevan la existencia de un defecto en un producto 
génico funcional, lo cual a su vez implica que el producto normál del gen i es un 
represor T que bloquea la transcripción cuando se une a o. La existencia de 
lactosa induce al operón porque la lactosa se une al represor, impidiendo que se 
una al operador del ADN. En los mutantes / no inducibles (que se comportan 
como dominantes sobre t } f el represor es incapaz de unirse a la lactosa, por lo 
que la expresión del operón no puede ser inducida. 

El modelo concuerda etegantemente con los resultados de los experimen- 
tos genéticos de los que se deriva. En las células / el represor no es sintetiza- 
do r por lo que el operón fac se expresa de forma constitutiva. Las células di¬ 
ploides t/t son inducibles de forma normál, dado que e! alelo t codifica el 
represor normál. Finalmente, en mutantes ď el operador se ha perdido y el 
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Represor ARNrrt de lac 



Figúra 6.9 

Controí negatívo del operón fac * Ef 

gen /codifíca ur\ represor que, en ausert- 
cla de lacfosa (arriba), se une al operador 
{o) y bloquea la transcripción de los tres 
genes estructuraies (z, /i-galactosidasa; 
y, permeasa; y a. transacetilasa). La pre- 
sencia de lactosa induce la expresión del 
operón medianle la unión al represor 
(abajo), que evita que ešte represor se 
una al operador. 

P - promotor; Pol - polimerasa. 




Represor inactivo 


represor no tiene donde unirse, por lo que ď funciona como dominante pero 
afecta únicamente a la expresión de genes a los que está unido de forma 
estructural. 

Se obtuvo confirmadón experimental de esíe modelo a partir de una šerie de 
ensayos, entre los que desiaca el aisiamiento en los aňos 60 por Walter Gilbert 
del represor lac y el análisis de su unión al operador en el ADN, definido como 
una zóna de unos 20 pares de bases situada poco antes del sitio de inicio de 
transcripción. Los análisis por medio de la fécnica del footprinting han identifica- 
do esta región como el sitio de unión def represor, que bloquea la transcripción. 
La lactosa, como se predijo, se une al represor, lo cua! evita su acción sobre el 
operador. Las mutaciones ď producen aiteractones en la secuencía del opera¬ 
dor que impiden la unión del represor, lo cual a su vez da Iugar a una expresión 
génica continua o constitutiva. 

El principio centrál de regulación génica ejemplificado por el operón lactosa 
es que el control de la transcripción está mediado por la interacción de proteí- 
nas reguladoras con secuencias de ADN especííicas. Ešte modo de regulación 
es aplicable de forma generál a células procaríotas y eucariotas. Las secuen¬ 
cias reguladoras def tipo del operador se denominan elementos de control de 
acción en cis , dado que afectan únicamente a la expresión de genes presentes 
en la mísma molécula de ADN. Por otro fado, las profeínas del tipo del represor 
se denominan factores de acción en trans , dado que intervienen en la expre¬ 
sión de genes localizados en otros cromosomas de la célula El operón lac e s un 
ejemplo de control negatívo porque la unión del represor bloquea la transcrip¬ 
ción. Si n embargo no siempre ocurre asi; muchos factores que activan en trans 
son activadores de la transcripción. 


Control positivo de ta transcripción 

El ejemplo mejor estudiado de control positivo en Exoli es el efecto de la gluco- 
sa en la expresión de genes que codifícan las enzímas impiícadas en el catabo- 
lismo de otros azúcares (incluyendo a la lactosa) utilizados como fuente alterna¬ 
tíva de carbono y energia. La glucosa se utiliza de forma preferencia!, por lo que 
mientras está disponibie, no se expresan las enzimas impiícadas en el catabo- 
lismo de fuentes alternativas de energia. Por ejemplo, si se cultiva E.co//en un 
medio que contenga glucosa y lactosa, el operón fac n o se induce y la bacteria 
solamente utiliza glucosa, Por lo tanto, la glucosa reprime el operón /acincluso 
en presencia del inductor normál (lactosa). 

Actualmente se sabe que la represión por glucosa (denominada represión 
catabólica o represión por catabolito) está mediada por un sisíema de control 
positivo que depende de los niveles de AM P cíclico (AMPc) (Fig. 6.10). La 
enzima adenilato ciclasa. que transforma ATP a AMPc, está regulada en bac- 
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Figúra 6.10 

Control positivo del operón tac por la glucosa. Los niveles bajos de glucosa activan la 
adenílato cictasa, que transforma e! AT P en AMP eíeíico {AMPc). El AMR cíclico se une 
después a la proteina activadora del catabolismo (CAP) y favorece su unión a las secuen- 
cias reguladoras de distintos operones relacionados con el metabolismo de azúcares al- 
íernativos, como la lactosa. La CAP ínteraceiona con lasubunidad / de la ARN polimerasa 
para activar la transcripción. 


terías de taí forma que al descender los niveles de glucosa se activa y aumen- 
tan ios niveles de AMPc. El AMPc se une a una proteina de regulación trans- 
cripcional denominada proteina activadora de genes catabóiicos (CAP), lo 
cual promueve la unión de CAP a una deferminada secuencia de ADN, que 
en el operón /acestá sifuada aproxímadamente 60 bases corriente arriba del 
sitío de inicio de la transcripción. Posteriormeníe CAP interacciona con la 
subunidad a de la ARN polimerasa, facilitando la unión de la polimerasa al 
promotor y activando la transcripción, 

ARN polimerasas eucarióticas y factores 
de transcripción generales 

Pese a que ía transcripción se lleva a cabo siguiendo una šerie de mecanismos 
comunes en todas las célufas, es considerablemente más complejo en células 
eucarióticas que en bacterias, Esto se refieja en dos diferencias entre los síste- 
mas procariótico y eucariótico. Primero, mientras que en bacterías todos los 
genes se transcríben por medio de una ARN polimerasa única, las células euca- 
rióticas contienen varias ARN polimerasas distintas que transcriben distintas 
clases de genes. En segundo lugar T las ARN polimerasas eucarióticas interac- 
cionan con un conjunto de proteínas específicas para iniciar la transcripción, en 
vez de unirse directamente a las secuencias promotoras. La mayor complejidad 
de la transcripción eucariótica posibilita la sutileza en la regulación de la expre- 
sión génica necesaria para dírigir Jas actívidades de ios distintos tipos celulares 
en organismos multicelulares. 

ARN polimerasas eucarióticas 

Las células eucarióticas contienen tres tipos de ARN polimerasas nudeares que 
transcriben distintos tipos de genes (Tabla 6.1). Los genes eodifieadores de pro¬ 
teínas son transeritos por la ARN polimerasa II para dar ARNm; Los ARNs ribosó- 
micos (ARNr) y de transferencia (ARNt) se obtienen por medio de las ARN polime¬ 
rasas I y III. La ARN polimerasa I está específicamente dirigida a la transcripción de 
las tres moléculas de mayor tamaňo de ARNr, designadas 288, 18S y 5,QS de 
aeuerdo con sus coeíicientes de sedimentación du raňte la centrifugación. La 
ARN polimerasa III transeribe los genes codiftcanfes de los ARNt y de las espe- 
des más pequeňas de ARNr (58), Algunos de los ARNs pequeňos implicados en 
el empalme y en el transporte de proteínas (ARNsn y ARNsc) también son trans- 
critos por la ARN polimerasa III, mientras que otros son productos de la ARN 
polimerasa II. Adicionalmente existen ARN polimerasas distintas (similares a las 
ARN polimerasas baeteríanas) en el interior de los cloroplastos y las mitocon- 
drias, donde transcriben de forma específíca el ADN de estas organelas. 

Las tres ARN polimerasas nucleares son enztmas complejas, que se com- 
ponen de 8 a 14 subunidades cada una. Pese a que reconocen distintos promo- 
tores y transcriben distintas clases de genes. comparten muchas característi- 
cas comunes entre ellas, además de con la ARN polimerasa bacteriana. En 
concreto, las tres ARN polimerasas eucarióticas contienen nueve subunidades, 
conservadas, cinco de las cuales están relacionadas con las subunidades a ( /> f 
/V y to de la ARN polimerasa bacteriana. La reciente determinación de la estruc- 
tura de la ARN polimerasa II de levaduras mediante cristalografía de rayos X ha 


Niveles bajos 
de glucosa 



p 


TABLA 6.1. Tipos de genes 
transeritos por ARN polimerasas 
eucarióticas 


Tipos de ARN 
sintetizados 

ARN 

polimerasa 

Genes nucleares 


ARNm 

If 

ARNt 

m 

ARNr 


5. S S, 18S, 28 S 

! 

5$ 

w 

ARNsn y ARNsc 

II y IIP 

Genes mitocondriales 

MiTocondríalôS 0 

Genes cloropFásticos 

Clone piásticos^ 


* Algunos ARNs nucleares pequeňos (sn) y ciio- 
plásmicos {sc) se Iranscriben por la polimerasa II y 
otros por la polirnerasá III. 

b Las ARN polimerasas mitocondriaies y d© do- 
roplastos son simiľares a fas en zima s bacteriana©. 
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Figúra 6.11 

Estructura de la ARN polimerasa II de levaduras. Las sub~ 
unidades individuales se diferencían por colores, (De P. D. 
Kramer et al, 2001, Science 292:1863.) 



revelado que la arquitectura de esía ARN polimerasa eucariótica es muy similar 
a la de la enzima bacteriana (Figúra 6.11}, sugiriendo que todas las ARN poli- 
merasas empiean mecanismos fundamentalmente conservados para transcri- 
bir el ADN. 

Factorcs de transcripción generál es e iniciáciou 
de la transcripción por la ARN polimerasíi II 

Dado que la ARN polimerasa II es responsable de la síntesis de ARNm a partir 
de los genes codificantes de proteínas. ha sido el objetivo de la mayoría de los 
estudios de transcripción en eucaríotas. Los estudios iniciales de esta enzima 
indicaron que su funcionamiento es diferente de la ARN polimerasa procarióti- 
ca. En sistemas eucaríóticos no es posible obtener la transcripción fidedigna de 
genes bacteríanos conseguida in vitro con la simple adición de ARN polimerasa 
purificada a un ADN portador de un promotor. El fundamento de esta diferencia 
fue elucidado en 1979, cuando Róbert Roeder y sus colaboradores descubrie- 
ron que la ARN polimerasa II solo es capaz de iniciar la transcripción si se aňaden 
proteínas adicionales a la reacción. Por lo tanto, la transcripción en sistemas 
eucarióticos predsa de distintos factores de iniciación que (en contraste con la 
subunidad o) no forman parte de la polimerasa. 

El fraccionamiento bioquímico de extractos nucleares ha llevado a la identifi- 
cacíón de proteínas específicas {denominadas factores de transcripción) que 
son necesarias para que la ARN polimerasa II intcie la transcripción. De hecho, la 
ideníificación y caracterización de estos factores representa una buena parte de 
los esfuerzos en curso para entender la transcripción en células eucarióticas. Han 
sido definidos dos tipos de factores de transcripción. Los factores de transcrip¬ 
ción generales están ímplicados en la transcripción en todos los promotores de 
la polimerasa II y se consideran entonces parte de la maquinaria transcripcional 
básica. Otros factores transcripcionales (discutídos más adelante en el capŕtulo) 
se unen a secuencías de ADN que controlan fa expresión de genes individuales y 
son por lo tanto responsables de regular la expresión génica. Se estima que 
aproximadamente el 6% de los genes del genoma humano codifica factores de 
transcripción, lo que resalta la importancia de estas proteínas. 

Se requieren cinco factores de transcripción generales para iniciar la trans¬ 
cripción por la ARN polimerasa II en sistemas reconstituidos in vitro (Fíg. 6.12). 
Los promotores de muchos genes transcritos por la ARN polimerasa 11 contienen 
una secuencia similar a TATAA a unos 25-30 nucleótidos corriente arríba del sitio 
de ínicio de la transcripción. Esta secuencia (denominada secuencia TATA o 
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Figúra 6.12 

Formación de un complejo de transcripción 
de la polimerasa II. Muchos promotores de la 
polimerasa II tienen una caja TATA (secuencia 
consenso TATAA) unos 25 o 30 nucleôtidos ce¬ 
mente arriba del punto de inicio de transcripción. 
Esta secuencia es reconocida por el factor de 
transcripción TFIID, que consta de una p rote í na 
de unión a TATA (TBP) y factores asociados al 
TBP (TAFs). El TFIIO(B) se une al TBP t y a conti- 
nuacíón s e une la polimerasa, asociada al 
TFIIF(F). Por úllimo, se aňaden al complejo el 
fFJIE(E) y el TFIIH(H). 


TATA box) se parece a la secuencia -10 
de los promotores bacterianos, y los resuF 
tados de la introducción de mutaciones en 
las secuencias TATAA han demostrado su 
papel en la iniciación de la transcripción. El 
primer paso en la formación del complejo 
transeripcional es la unión de un factor gene¬ 
rál de transcripción liamado TFIID a !a se- 
cuencíaTATA (TF de fector de transcripción; 
II de polimerasa II). El TFIID se compone a 
su vez de múltiples subunidades, incluyen- 
do a la proteína de unión a TATA (TBP), 
que se une de forma especifica a la se¬ 
cuencia consenso TATAA, y otros 10-12 
polipéptidos, denomínados factores aso¬ 
ciados a TBP (TAF), La TBP se une en- 
tonces a un segundo factor de transcrip- 
ción generál (TFIIB) formando un complejo 
TBP-TFI1B en el promotor (Fig. 6.13). Eí 
TFIIB a su vezsirve de puente para la ARN 
polimerasa, que se une al complejo TBP- 
TFIIB en asociación con un terce r factor, 
TFIIF. 

Tras el reclufamiento de la ARN polime¬ 
rasa II por el promotor, se predsa de la 
unión de otros dos factores adicionales 
(TFIIE y TFIIH) para iniciar la transcripción. 
El TFIIH es un factor con múltiples subuni¬ 
dades que parece tener al menos dos im- 
portantes funciones. En primer lugar dos de 
las subunidades de TFIIH son helicasas, 
que desenrollan el ADN alrededor del šitie 
de iniciación (estas subunidades de TFIIH 
son también necesarias para ta escisíón y 
reparación de nucleôtidos, como fue ex- 
puesto en el Cap. 5). Otra subunidad de la 
TFIIH es una proteína quinasaque fosforila 
determinadas secuencias repetidas en el 
dominio Oterminal de la subunidad princi¬ 
pál de la ARN polimerasa II El dominio C- 
terminal de la polimerasa II {o CTD) consis- 
te en repetictones en tandem (27 repeticio- 
nes en levaduras y 52 en el hombre) de 7 
amínoáddos con la secuencia consenso 



TATAA 


Unión del TFIID 


Unión del TFIIB 



nm 


Unión de TFIIE y TFIIH 


ARN 


I Union de la polimerasa 
1 y de TFIIF 















242 • Sección II • FI u j o de la información genética 


Figúra 6.13 

Modelo de complejo TBP-TFIIB unido 
al ADN. Se muestra e! ADN como una 
estructura recta constituida por líneas 
amaríHas y verdes, con el punto de ínícío 
de transcrĺpción denomtnado + 1. La TBP 
consta de dos repeticiones, de color azul 
claro y azul oscuro, Eí TFIIB está repre- 
sentado en cotor naranja y magenta. Es 
importante resaltarque Ea unión de la TBP 
dobla o pliega al ADN eon un ángulo de 
unos 110 aproximadamente (cortesía 
de D B. Nikolov y cols., 1995. Náture 
377:119), 



Tyr-Ser-Pro-Thr-8er-Pro-Ser. La fosfonlacíón de estos ammoácídos libera a la 
poiimerasa de su asociación con el complejo de preimciación, y da Jugar a! re- 
clutamienío de otras proteínas que permiten que la poiimerasa inicie la trans- 
cripción y comience la síntesis de una creciente molécula de ARNrm 

Además de una caja TATA, los promotores de muchos genes transcritos por 
la ARN poiimerasa II contienen, además de la secuencia TATA, una segunda 
secuencia de interés (una secuencia iniciadora, o Inr) que amplía el sitio de inicia- 
cián de la transcripcibn. Algunos promotores de la ARN poiimerasa II contienen 
únícamente la secuencia Inr, no existiendo secuencia TATA. Muchos promotores 
que carecen de secuencia TATA pero que contienen u n elemente Inr también 
contienen un elemento promotor adicional (DPE: downstreampromoterelement), 
iocalizado aproximadamente 30 pares de bases después del sitio de iniciación de 
la transcrĺpción, que funciona cooperativamente con la secuencia Inr. La inicia¬ 
ción en estos promotores sigue precisando de TFIID (y TBP) pese a que eviden- 
temente ef TBP no reconoce a los promotores por su unión a Ja secuencia TATA 
En lugar de ello, otras subunidades de TFIID (TAFs) se unen a las secuencias inr 
y DPE, lo cual atrae al TBP al promotor. Después el TFIIB, la poiimerasa II y el 
resto de factores de transcnpción adicionales se unen de la forma ya desenia. Por 
lo tanto, efTBP desempeňa un papel centrál en la iniciación de la transcrĺpción por 
la ARN poiimerasa II incluso en promotores que carecen de la secuencia TATA. 

Aunque e! reclutamiento secuencia! de cínco factores de transcrĺpción gene- 
rales y la ARN poiimerasa II descritosaqm representan el sŕstema mínimo nece- 
sario para !a transcrĺpción in vitro , en el interior celular se requieren factores 
adicionales, Estos factores incluyen el complejo proteico Mediador que permite 
que la poiimerasa responda a los factores de transcrĺpción gen-especificos que 
regulan la expresión génica. Al menos una fraccŕón de ARN poiimerasa II, tanto 
en levaduras como en céíulas de mamífero, está presente en forma de grandes 
complejos (denominados holoenzimas de ARN poiimerasa II) en los que la poli- 
merasa está asociada con las proteínas Mediadoras, además de con un sub- 
grupo de factores de transcripción generales, íncluyendo TFIIB, TFIIE, TFIIF, 
TFIIH, Las proteínas Mediadoras están asociadas con el dominio C-terminal de 
la poiimerasa ľl Ť y se liberan de la poiimerasa tras el ensamblaje del complejo de 
preiniciación y la fosforilación del dominio C-terminal de la poiimerasa 
(Fíg. 6 14). El CTD fosforilado a continuación se une a otras proteínas que facili- 
tan fa elongación transcripcional y funcionan en e) procesamiento del ARNm. 
estudiado más adelante en ešte capítulo. 
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FosfonJación 
del CTD 


Figúra GA4 

Complejos de ARN polimerasa M/Me- 
diador. La ARN polimerasa II está asocia- 
da con proteínas Mediadoras, además de 
con los factores d e transcripción genera- 
!es ? en el promotor. El complejo Mediador 
so une al CTD no fosforifado de la polime¬ 
rasa II, y es líberado tras la fosforilación 
del CTD cuando se inicia la transcripción. 
A continuación, el CTD fosforilado se une 
a factores de elongación y de procesamien- 
to que facílítan !a síntesis y procesamiento 
del ARN m. 



Iniciaeión de la transcripción 
1 f 


Factores de elongación 
y procesamiento 


Transcripción par las ARN poiimerasas í y íll 

Como fue expuesto con anterioridad, la transcripción de los genes que codifican 
los ARNs ribosómicos y de transferencia eucarióticos es ílevada a cabo por otras 
tipos de ARN poiimerasas, Las tres clases de ARN poiimerasas requieren facto¬ 
res de transcripción adicionates para ascciarse a los promotores adecuados. Si n 
embargo, pese a que tas tres poiimerasas reconocen distintos tipos de promoto¬ 
res, se requiere un factor de transcripción común —la proteina de unión a TATA 
(TBP)— para iniciar la transcripción por parte de cualquiera de las tres enzimas. 
La ARN polimerasa I se dediča de forma exclusiva a ta transcripción de ge¬ 
nes de ARN ribosómico, que están presentes en forma de repeticiones en tán- 
dem. La transcripción de estos genes da lugar a un pre-ARNr 45S de gran ta- 
maňo, que es procesado para dar !os ARNrs 28S, 18S y 5 t 8S (Fig. 6,15), El 
promotor de los genes de ARN ribosómico se extiende unos 150 pares de ba- 
sas corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción, Estas secuencias pro- 
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ADNr 


-150 


+1 


Transcripción 
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Figúra 6.15 

Gen de ARN ribosómico. El ADN ribo¬ 
sómico (ADNr) se transcrábe para dar lu¬ 
gar a una molécula de ARN de gran lama- 
ňo (pre-ARNAr 45S) que posteriormente 
es dividida en ARNr de 28$, 183 y 5,8S 
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Figurn 6.16 

Iniciación de la transcripción del ADN r 

Dos factores de transcripción, el UBF y el 
SLI, se unen conjuntamente a! promotor 
del ADNr y reclutan a la ARN polimerasa I 
para formar el complejo de iniciación, Una 
subunídad del SL1 es la proteína de unión 
a TATA (TBP), 



Promotor del ADNr 


motoras son reconocidas por dos factores de transcripción, el UBF (factor de 
unión corriente-arriba) y el SLi (factor de selectividad 1) h que se unen de forma 
cooperativa al promotor y posteriormente reclutan a la polimerasa I para formar 
ef complejo de iniciación {Fíg. 6,16), E! factor de transcripción SLI se compone 
de cuatro subunidades proteínicas, una de las cuales, sorprendentemente, es 
la TBP, El pape! de la TBP ha sido demostrado directamente con el descubri- 
miento de que las levaduras portadoras de mutaciones en la TBP son defectivas 
no solo para la transcripción por la polimerasa II, sino también por las polimera- 
sas I y III. Por lo tanto, la TBP es un factor transcripcíonal común a los tres tipos 
de ARN polimerasas eucarióticas. Dedo que el promotor de los genes de ARN 
ribosómico no contiene una secueneia TATA. la TBP no se une a secuencias 
promotoras específicas. En lugar de ello. la asocŕación de la TBP con los genes 
de ARN ribosómico está mediada por la unión de otras proteínas en el complejo 
SLI al promotor, un mecanismo similar a la asocíación de fa TBP con las se¬ 
cuencias Inr de los genes de la polimerasa lí queearecen de secuencias TATA. 

Los genes del ARNt, ARN 5S y algunos de los ARNs pequeňos implícados 
en el corte y empalme y en el transporte de proteínas se transcriben por medio 
de la ARN polimerasa IIE. Estos genes se transcriben a partír de tres clases de 
promotores diferentes, dos de los cuales se encuentran en el interior, en lugar 
de por delante, de la secueneia transcrita (Fig. 6,17). De los genes transcritos 
por la ARN polimerasa III fos estudiados con mayor profundidad son los de! 
ARNr 5S de Xenopus. Et TFIIIA (que ha sido el primer factor de transcripción 
purificado) inicia el ensamblaje del complejo de transcripción uniéndose a se¬ 
cuencias específicas de ADN en el promotor de! gen del ARNr 5S> Esta unión se 
sígue de la unión secuencial de TFIIIC, TFIIIB y la polimerasa. Los promotores de 
los genes de! ARNt se diferencian del promotor del ARNr 5S en que no contienen 
la secueneia de ADN reconocida por el TFIIIA. En lugar de ello, ef TFI IIC se une 
directamente a los promotores de los genes del ARNt, y atrae al TFIIIB y la poli¬ 
merasa para formar un complejo de transcripción. Los promotores de la tercera 
clase de genes transcritos por la polimerasa III, incluyendo los genes que codifi- 
can algunos de los ARNs pequeňos nucleares implieados en el corte y empal¬ 
me, se locaľizan por delante del punto de iniciación de la transcripción. Estos 
promotores contienen una secueneia TATA (como los promotores de los genes 
de la polimerasa II) además de un punto de unión para otro factor, denominado 
SNAP. SNAP y TFIIIB se unen cooperatívamente a estos promotores, y TFIIIB 
se une directamente a la secueneia TATA, Esto está mediado por una proteŕna 
de unión a TATA, TBP, que es una de las subunidades de TFIIIB. Al igual que 
en el caso de los promotores de otros genes de la ARN polimerasa Eli, a conti- 
nuación TFIIIB recluta a la polimerasa al complejo transcripcional. 

Regulación de la transcripción en eucariotas 

Pese a que el contro! de la expresión génica es mucho más complejo en euca¬ 
riotas que en bacterías, se apíican los mismos principios básicos, La expresión 
de los genes eucarióticos está controlada principalmente a nivel de iniciación de 
la transcripción, aunque en muchos casos la transcripción también está regula- 
da durante !a elongación. Al igual que oeurre en bacterias, la transcripción en 
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Figúra 6.17 

Transcripción de los genes de la poli¬ 
merasa ML Los genes transcritos por la 
polimerasa III se expresan a partir de 
tres tipos de promotores. Los promoto- 
res de los genes del ARNr 5S y ARNt es- 
tán corriente abajo del sitio de iniciacion 
de la transcripción. La transcripción del 
gen de ARNr 5S comíenza con la unión 
de TFII i A, seguido del TF1IIC, TFIIIB y la 
polimerasa. Los promotores del ARNt no 
tienen u n sitio de unión para el TFI II A, ya 
que éste no es necesario para la trans- 
crĺpción. En su lugar, es el TFIIIC el que 
inicia la transcripción de los genes de los 
ARNt gracias a su unión a las secuen- 
cias promotoras, y posteriormente a la 
asociación de TFIIIB y la polimerasa. E í 
promotor del gen del ARNsn U6 está co¬ 
rriente arriba del punto de ŕniciación de 
la transcripción y contiene una secuen- 
cia TATA, que es reconocida por la su- 
bunidad de la proteŕna de unión a TATA 
(TBP) de! TFIIIB, en cooperación con 
otro factor denominado SNAP. 



ARNsn U6 


TFIIIB 


las células eucaríotas está controlada por protefnas que se unen a secuencias 
reguladoras específicas y modulan !a actividad de la ARN polimerasa. Una dife¬ 
rencia importante entre !a regulación transcripcional en procariotas y eucario- 
tas, sín embargo, resulta del empaquetamiento del ADN eucariótico en cromati- 
na, lo que limita su disponibiíídad como molde para la transcripción. Como 
resultado, las modificaciones de la estructura de ta cromatma juegan papeles 
fundamentales en el control de la transcripción en células eucaríotas. 


Secuencias de regulación en c i s: promotores y estimnladores 

La transcripción en bacterias se regula por ta unión de proteínas a secuencias 
de acción en cis (p, ej. Ť el operón lac) que controlas la transcripción de genes 
adyacentes, Secuencias de acción en cis similares regulan la transcripción de 
genes eucariotas. Estas secuencias han sido identíficadas en células de mami- 
terc por medio de la utilización de ensayos de transferencia génica con el f in de 
estudiar la actividad de regíones sugerentes de poseer función reguladora en 
genes clonados {Fíg. 6,18). Las secuencias de regulación eucarióticas se unen 
a un gen «reportero» que codlfica una enzima fácilmente detectable. La expre- 
sión del gen reportero tras su transferencia a células en cultivo proporcíona un 
ensayo sensible para determtnar la actividad de las secuencias reguladoras en 
la dirección de la transcripción. Es posible identificar regíones reguladoras bio- 
lógicamente activas, y se puede utilizar la mutagénesis in vitro para determinar 
la función de secuencias específicas. 
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Secuencia reguladora 


/ 




Figúra 6.18 

Identificaciôn de tas secuencías reguiadoras eucarióticas. Se une la secuencia re¬ 
guladora de un gen eucariótico clonado a un gen «reportero» que codifica una enzima 
fäcílmenle detectable. El plásmido resultante se introduce en células receptoras cultiva- 
das mediante transfección. Una secuencia reguladora activa dirige la transcripción del 
gen reporfero, y su expresión es detecíada en las células transfectadas. 


Los genes transcritos por la ARN polimerasa II tienen dos elementos promo- 
tores principales, las secueneias TATA e inr, que sirven de sitsos de umón espe- 
cŕfícos para factores de transcripción generál es. Otras secueneias de acción en 
cis sirven de sitios de u n ión para una amplia variedad de factores de regulación 
que controian la expresión de genes individuales. Estas secueneias regulado- 
ras en cis se localízan de forma frecuente, pero no constante, corriente arriba de 
la secuencia TATA. Por ejempío, dos secueneias de regulación que se encuen- 
tran en muchos genes eucariótieos fueron identifieadas en estudios del promotor 
del gen que codifica a la timídina quinasa en el virus del herpes simple (Fig. 6.19). 
Ambas secueneias se íocalizan a 100 pares de bases corriente arriba de la 
secuencia TATA: sus secueneias consenso son CCAAT y GGGCGG (llamada 
secuencia GC, o GC box). Actualmente han sido identifieadas proteínas espeeí- 
ficas que se unen a estas secueneias y estimulan la transcripción. 

En contraste con la relativamente simple organización de las secueneias 
CCAAT y GC en el promotor de la timidina quinasa del virus del herpes, muchos 
genes de células eucarióticas están controlados por secueneias de regulación 
localizadas a mayor dištancia (en ocasiones a más de 10 kílobases) del sitío de 
iniciode ta transcripción. Estas secueneias, denomínadas estimuladores o en- 
hancers , fueron identifieadas por primera vez por Walter Schaffner en 1981 en 
estudios del promotor de otro virus, el SV40 (Fig. 6.20). Además de una secuen¬ 
cia TATA y un eonjunto de seis secuencías GC, para llevar a cabo una transcrip¬ 
ción eficíente se requieren dos repeticiones de 72 pares de bases localizadas 
más lejos corriente arriba. Se observó que estas secueneias estimulan la trans¬ 
cripción de otros promotores además del promotor del SV40. y, sorprendente- 
meňte, su actívidad no depende ni de la dištancia ni de su orientación respecto 
al sitio de inicío de la transcripción (Fig. 6.21). Pueden estimuJar ía transcripción 
situados corriente arriba o abajo del promotor y orientados en cualquiera de los 
dos sentidos. 

La capacidad de los estimuladores de funcionar incluso a dištancia de los 
sitios de iniciación de la transcripción sugirió ínicialmente que actúan por un 
mecanismo distinto al resto de Jos promotores. Sin embargo esto no ha resulta- 
do ser cierto: los intensifieadores, como los promotores, actúan ligando factores 
transcripcíonales que regulan posteriormente a la ARN polimerasa. Esto es po- 
sibíe porque ei ADN forma bucles, que permiten que un factor de transcripción 
unido a un intensifieador lejano interactúe con la ARN polimerasa o con un fac¬ 
tor de transcripción generál en el promotor {Fig. 6.22), Los factores de transcrip¬ 
ción unidos a estimuladores lejanos pueden por lo tanto actuar por el mismo 
mecanismo que los situados adyacentes a los promotores, por lo que no existe 
nínguna diferencia fundamental entre las acciones de los íntensificadores y las 
de las secueneias reguladoras en cis adyacentes a los sitios de inicio de la 
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Figúra 6.19 

Promotor eucariótico. El promotor del gen de la timidina quinasa del virus del herpes 
simptex contiene tres secueneias corriente arriba de la secuencia TATA. necesarías para 
una transcripción eficaz: una secuencia CCAAT y dos secueneias GC (secuencia consen¬ 
so GGGCGG), 
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Repeticiones de 72-pb 


Cajas GC 


transcripción. Es interesante reseňar que aunque los enhancers fueron ínicíal- 
mente ídentificados en eucariotas, han sido posteriormente encontrados en 
baclerias —u n caso inusual de aplicación de estudios en eucariotas como mo- 
delo para sistemas procarióticos—. 

La unión de proteínas de regulacíón transcripcional específicas a los estimu- 
ladores es responsable del control de la expresión géníca durante el desarrollo y 
la diferenciaeión, asi como en la respuesta celular a hormonas y factores de 
crecimiento. Urto de los estimuladores eucarioticos estudiado con mayor detaile 
controla la transcripción de genes de inmunoglobulinas en linfocitos B. Los ex- 
perimentos de transferencia génica han establecido que el estimulador de las 
inmunoglobulinas es activo en linfocitos, pero no en otros tipos celulares. Por lo 
tanto, esta secuencia reguladora es al menos en parte responsable de la espe- 
cificidad tisular en la expresión de los genes de inmunoglobulinas en el tipo 
celular apropiado. 


Figúra 6.20 

Estimulador del SV40. El promotor del 
SV40 para la expresión génica precoz 
contiene una secuencia TTA y seís se- 
cuencias GC organizadas en tres grupos 
de secuencias repetidas. Además, para 
una transcripción eficaz se necesita un 
potenciador situado hacia arriba en la ca- 
dena que consta de dos repeticiones de 
72 pares de bases (pb). 
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Figúra 6/21 

Actuación de los estimuladores. Sin un 

estimulador, ei gen se transcribe a un ni- 
vel basal bajo (A)* La adición de un estí- 
mulador, E —por ejemplo, las repeticio¬ 
nes de 72 pares de bases def SV4Q— 
estimula la transcripción. El estimulador 
es activo no sólo cuando se coloca en la 
cadena justo por delante del promotor (B), 
sino también a varias kilobases hada arri- 
ba o hacia abajo del šitie de inicío de 
transcripción (C y D). Además, los eslimu- 
ladores s on activos orientados en cual- 
quiera de los dos sentidos (E). 
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Figúra 6.22 

Formación de bucles en el ADN. Los 

factores de transcripción unidos a estimu¬ 
ladores lejanos pueden interaccionar con 
el complejo ARN polimerasa If/mediadoro 
los factores de transcripción generales en 
el promotor gracias a que ei ADN es ca- 
paz de forrnar bucles. Por ešte motivo no 
existe una diferencia fundamental entre ta 
acción de factores de transcripción unidos 
al ADN justo por delante del promotor y 
aquellos estimuladores lejanos. 


Bude 
de ADN 



Factores de 
transcripción 
especŕficos r 


Complejo 
“ 1 de iníciación 
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Una característica importante de los estimuladores es que habitualmente 
contienen múltiples secuencias funcionales que lígan diferentes proteínas de 
regulación transcripcional. Estas proteínas funcionan de forma conjunta en la 
regulación de la expresíón génica. Por ejemplo, el estímulador de las cadenas 
pesadas de inmunoglobulína abarca unos 200 pares de bases y contiene al 
menos nueve secuencias distintas que sirven de sitio de unión a proteínas 
(Fíg. 6.23). Una mutacíón en cualquiera de estas secuencias reduce pero no 
elímina la actividad intensifícadora, indicando que las funciones de las proteínas 
individuales que se unen al intensificador son, al menos en parte, redundantes. 
Muchas de las secuencias individuales del intensificador de las inmunoglobuli- 
nas estimulan por si mišmaš la transcripción en céfulas no linfoides. Por Jo tanto la 
actividad restringída del intensificador intacto en linfocitos B no se debe a que 
cada uno de sus componentes posea especificidad tisulan La especificidad tisu- 
lar en ta expresión resulta de la combínación de secuencias individuales que com- 
ponen el intensificador. Estos elementos incluyen algunas secuencias regulado- 
ras de actuación en cis que se unen a activadores de la transcripción que se 
expresan de forma específiea en linfocitos B, asi como otras secuencias regula- 
doras que unen represores en células no linfoides. Por lo tanto, el estímulador de 
las inmunoglobulinas contiene elementos de regulación negatíva que inhiben la 
transcripción en tipos celulares inapropiados, asi como elementos de regulación 
positiva que activan la transcripción en linfocitos B, La actividad conjunta del 
estimuladores mayor que la suma de sus partes, reflejando la acción combina- 
da de las proteínas asociadas con cada uno de sus secuencias individuales, 
Aunque la formación de bucles de ADN permite que los enhancers actúen a 
una dištancia considerable de los promotores, la actividad de cualquier enhan- 
cerú ado es específiea para el promotor de su gen diana correspondiente. Esta 
especificidad se mantiene gracias a los aísladores o insulators , que dividen a 
los cromosomas en dominios independientes e impiden que los enhancers ac¬ 
túen sobre promotores localizados en dominios adyacentes. Los aisladores 
también previenen que se propague la estructura de lacromatina de un domínio 


200 pares de bases 



Figúra 6.23 

Estímulador de la inmunoglobulína. El estímulador de la cadena pesada de la inmuno- 
globulina abarca unas 200 bases y contiene nueve secuencias funcionales (E. ^E1-5, n x 
B y OCT) que conjuntamente estimulan la transcripción en linfocitos B. 
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a sus vecinos, manteniendo asi regiones del genoma reguladas independiente- 
meňte. 

Proteínas de reguláciou transcripcional 

El aislamiento de un conjunto de proteínas de regulación transcripcional se ha 
basado en su unión específica a secuencias promotoras o estimuladoras. La 
unión de proteínas a estas secuencias de ADN se analiza habituaímente por 
dos tipos de experimentos. Ei pri mera, la técnica del footprinting, ha sido descrito 
previamente en relación con la unión de la ARN polimerasa a los promotores 
procarióticos (véase la Fig. 6,3). El segundo abordaje es el test de cambio de 
moviiidad electroforética, en el que un fragmento de ADN radiomarcado es 
incubado con una preparación de proteínas y después es sometído a electrofore- 
sis en un gel no desnaturalizante (Fig. 6.24). La unión a proteínas es detectada por 
un descenso en la moviiidad electroforética del fragmento de ADN, dado que su 
migración se ve enlentecida por la proteína ligada. La utilización combinada de los 
tests del footprinting y del cambio de moviiidad electroforética han llevado a correla- 
cionarsitios de unión de proteínas con los elementos reguladores de estimuiadores 
y promotores, indicando que estas secuencias generalmente constituyen los sitios 
de reconocímiento de proteínas especificas de unión al ADN. 

Llno de los prototipos de factores de transcripción eucarióticos fue iniciál- 
meňte identificado por Róbert Tjian y sus colaboradores durante los estudios de 
la transcripción del ADN del SV40. Ešte factor (denominado Spi, proteína de 
especificídad 1) estimuia la transcripción en extractos libres de células a partir del 
promotor SV40, pero no a partir de otros muchos promotores. Posteriormente se 
determinó que la estimulación de la transcripción por la Spi depende de la pre- 
sencia de secuencias GC en el promotor SV40: Si estas secuencias son delecio- 
nadas se elimina la estimulación por la Spi. Los experimentos de análisis por la 
técnica del footprinting establecieron que la Spi se une de forma específica a las 
secuencias GC. En conjunto, estos resultados indican que las secuencia GC re- 
presenta u n sitio de unión específico para un activador transcripcional —Spi—. 
Experimentos similares han establecido que muchas otras secuencias reguladoras 
de la transcripción, incluidas la secuencia CCAAT y las múltiples secuencias de! 
estimulador de las inmunoglobulinas. también representan sitios de reconocímiento 
para proteínas de unión al ADN con especificidad de secuencia (Tabla 6.2), 
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Figúra 6.24 

Test del cambio en la moviiidad elec¬ 
troforética. Se divíde en dos una mues- 
tra que contiene fragmentos de DNA mar- 
cados radiactivamente, y una de las 
mitades es incubada con una proteína 
que se une a una secuencia determinada 
de ADN. Las muestras son posteriormen¬ 
te analizadas mediante elecíroforesis en 
un gel no desnaturalizante, de forma que 
la proteína permanezca unida al ADN. La 
unión de la proteína se detecta gracias a 
la migración más lenta de los complejos 
ADN-proteína comparada con la del ADN 
libre. Realmente sólo una parte del ADN 
en la muestra estä unido a la proteína, por 
ío que tanto los compiejos de ADN-protei- 
na como el ADN libre se detectan por la 
incubación del ADN con la proteína. 
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TABLA 6.2. Ejemplos de factores de transcripción y sus sitios de unión 
al ADN representativos 


Factor de transcripción 

Sitio de unión consenso 

Proteína de específicidad 1 (Spi) 

GGGCGG 

CCAAT/Proteína de unión aJ potenciador (C/E B P) 

CCAAT 

Proteína act i vadora 1 (AP1) 

TGACTCA 

Proteínas de u n tón a octámeros (OCT-1 y OCT-2) 

ATGCAAAT 

Proteínas de unión a caja-E {E 12, E47, E2-2) 

CANNTG' 


11 N p jede sustituirse por cuaiq jier n jcleólido. 


La unión específica de la Spi a la secueneía GC no sólo estableció la acetón 
de !a Spi como un factor de transcripción con específicidad de secuencia; tam- 
bién sugirió un abordaje generál para ia purificación de factores de transerip- 
ción. El aislamiento de estas proteínas supuso inicialmente un formidable reto 
dado que están presentes en muy pequeňas cantidades (p, ej., únicamente el 
0,001 % de las proteínas celulares totales), difíciles de purifícar por técnicas bio- 
químicas corwencionales. Ešte problema fue superado por la cromatografia de 
afinidad de ADN (Fíg, 6,25). Múlttples coptas de oíigonucleótidos correspondien- 
tes a la secuencia GC fueron fijadas a un soporte sólído, y se hicieron pasar extrac- 
tos celulares a través de la columna de oligonueleótidos. Dado que la Spi se une a 


Figúra 6.25 

Purificación de ta Spi mediante croma¬ 
tografia de afinidad por ADN. Se adhie- 
ren olŕgonucleotidos de doble cadena que 
contienen secuencías repetidas de se- 
cuencias GC a partículas de aga rosa, y se 
traspasan a una columna Se aňaden en- 
tonces a la columna una mezcia de proteí¬ 
nas celulares con la Spi; dado que la Spi 
se une de rmanera específica a los ofigo- 
nucfeótldos con Ja secuencia GC, es rete- 
nida en la columna, mientras que otras 
proteínas la atraviesan. Tras la var ta co¬ 
lumna con un tampón hípersalino se diso- 
cian ta Spi del ADN con la secuencia GC ŕ 
con lo que se obtiene la proteína Spi puri- 
fieada. 
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Experimento clave 


Aislamiento de un factor de transcripción eucariótico 


Purificación por afinidad de proteínas de unión a seeuencias 
específicas del ADN 

James T. Kadonaga y Róbert Tjian 

Uníversity of California, Berkeley 

Proceedings o f the National Academy of Sciences, USA, 1986 , Vofurne 83, págs , 5889-5893 


Contexto 


Tras los estudios del operón /acpor 
Jaoob y Monod, quedó claro que la 
transcripción está regulada por 
proteínas que se unen a 
determinadas seeuencias de ADN. 
Un prototípo de los estudios de la 
expresión génica en células 
eucarióticas es e! del virus de los 
monos SV40. en el cual se 
identificaron varias seeuencias 
reguladoras det ADN a principios de 
la década de 1980. En 1983 William 
Dynan y Róbert Tijan demostraron 
por primera vez que 
una de estas seeuencias (la 
secuencia GC) es el sitio de uníón 
especifico de una proteína 
detectable en extractos nucleares 


reto técnico importante. Tanto la Spi 
como otras factores de transcripción 
representan tan sólo alrededor del 
0,001 % del total de las proteínas 
celulares, por lo que no pueden ser 
purifieadas por las técnicas 
btoquímicas conveneionales. James 
Kadonaga y Róbert Tijan sofventaron 
el problema desarrollando un método 
de cromatografía por afinidad al ADN, 
que llevó a la purificación no sólo de la 
Spi sino tambíén otros muchos 
factores de transcripción eucarióticos, 
abriendo por tanto el camino para e! 
análisís moleeuiar de la regulación de 
la transcripción en células 
eucarióticas. 


de células humanas. 
Esta proteína (llama“ 
da proteína específica 
1 o Spi) no sólo se 
une a la secuencia 
GC, sino que también 
estímula la transerip- 
ción in vitro t lo que 
confírma que es u n ac- 
tivador de la transcrip- 
ción especifico de se- 
cuencia. 

Para estudtar el me- 
canismo de acción de 
la Spi era necesarío 
obtener el factor de 
transcripción en forma 
pura asi como clonar 
el gen de la Spi. Se 
convirtió asi en 
una prioridad aislar a 
la Spi de forma pura f 
aunque suponía un 



1 2 3 


Purificación de la Spi. Elect rotore sis en gel de las prateí- 
nas preše ntes iniciál meňte en el extracto nucl-ear bruto 
(carril 1) y de las proteínas obtenídas tras uno o dos ciclos 
de cromatografía do afinidad al ADN (carriles 2 y 3, res- 
pectiva meňte). Se indica a la šzquíerda del gel el tamaňo 
de las proteínas mareadoras de peso moleeuiar (en kik>- 
daltons), y mediante ftechas los polipéptidos de !a Spi. 


Experimentos 

La cromatografía de afinidad 
al ADN, desarrollada por 
Kadonaga y Tjian, es un 
método que se basa en la 
unión específica y con una 
alta afinidad entre la Spi y la 
secuencia GC, GGGCGG. 
Se emparejaron con 
partŕculas sólidas 
oligonucleótidos siníéticos 
poseedores de múltiples 
copias de esta secuencia, y 
se hizo pasar un extracto 
nuclear bruto a través de 
esta columna de partículas 
ligadas a seeuencias GC del 
ADN. A conttnuación las 
partŕculas fueron lavadas 
para eliminar las proteínas 
que no quedaron unídas de 
manera específica con los 
oligonucleótidos. Por último, 
se realizó otro lavado de las 
partículas con suero salino 
hipertónico (C! K G,5M), con 
el objetivo de separar la Spi 
del ADN y liberar por tanto la 
Spi de la columna. 



La electroforesis 
en gel demostró 
que el extracto nu~ 
clear bruto apiica- 
do inicialmente a la 
columna era una 
mezcla compleja 
de proteínas (véa- 
se Figúra). Por el 
contrario, aproxima- 
da meňte e! 90 % d e 
las proteínas Robeľ1 Tj,an 

recuperadas tras dos ciclos de 
cromatografía de afinidad al ADN 
corresponden a sólo dos polipéptidos, 
identifieados como Spi por su unión al 
ADN y por su actividad en estudios de 
transcripción in vitro. Por tanto, la Spi 
ha sído eficazmente purifieada 
mediante la cromatografía de afinidad 
por el ADN. 


Impacto 

En su documento de 1986, Kadonaga y 
Tijan afirman que la técnica de 
cromatografía por afinidad al ADN 
«debería ser aplícable a fa purificación 
de otras proteínas de unión a 
seeuencias específicas del ADN». Esta 
predicción ha sido ampliamente 
confirmada; ha sido posible aislar 
muchos factores de transcripción 
eucarióticos gracias a ešte método. Los 
genes que codifican otros factores de 
transcripción se han aislado por otro 
mecanismo alternativo (desarrallado de 
manera independíente por los 
laboratorios de Phillip Sharp y de Steven 
McKnight en 1988) en el cual se revisan 
las bibliotecas de expresión de ADNc 
mediante sondas de oligonucleótidos 
para detectar proteínas recombinantes 
que se unen específicamente a las 
seeuencias deseadas del ADN. La 
posibilidad de aislar proteínas de uníón 
a seeuencias específicas del ADN por 
estos métodos ha permitido la 
descrĺpción detail a da de la estructura y 
el funcionamíento de una amplia 
variedad de proteínas reguladoras de la 
transcripción, proporcionando las base s 
para la actual c om pre n s ión de la 
expresión génica en células 
eucarióticas. 
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la secuencia GC con afta afinidad, quedaba específicamente retenida en ta colum- 
na. Se pudo por tanto obtener proteŕna Spi altamente purificada para ser utilízada 
en estudios posteriores, incluyendo !a determinación parciaí de su secuencta de 
aminoácidos, que a su vez llevo a !a cfonación del gen que codrfíca la Spi. 

La cromatografía de afinidad por ADN, utilízada por primera vez en la purifi- 
cación de la Spi. ha sido utifizada con éxito para aislar una amplia variedad de 
p rote í n as de unión af ADN con especificidad de secuencia a partir de células 
eucariotas. Los genes que codífican otros factores de transcripción ha n sido 
aislados medíante ei análisis de bibliotecas de ADNc de expres tón para identifi- 
car proteŕnas recombinantes que se unen a secuencias específicas del ADN, EI 
clonaje y secuencíación de ADNcs de factores de transcripción ha llevado a la 
acumulación de una gran cantidad de información sobre la estructura y función 
de estas crítíeas proteínas reguladoras. 


Estructura y función de los activadores de la transcripción 


Figúra 6.26 

Estructura de los activadores de la 
transcripción. Los activadores de la 
transcripción constan de dos dominios in- 
dependientes. EI dominio de unión at ADN 
reconoce una secuencia de ADN específi- 
ca, y el dominio de activación interacciona 
con otros elemente s de la maquinaria de 
la transcripción. 


Dado que los factores de transcripción son fundamentales para la regulación de 
la expresión génica, la comprenstón de sus mecanismos de accíón es actuaL 
meňte una importante área de investigación en biología celular y molecular, De 
estas proteínas, las estudiadas con mayor profundidad son los activadores de 
la transcripción, que, como la Spi, se unen a secuencias reguladoras de ADN 
y estimulan la transcripción. Estos factores constan en generál de dos domi¬ 
nios: una región de la proteína se une específicamente al ADN; la otra activa la 
transcripción interactuando con otros componentes de la maquinaria transerip- 
cional {Fíg. 6.26), Los activadores de la transcripción parecen ser proteínas mo- 
dulares, dado que los dominios de unión af ADN y de activación de distintos 
factores pueden ser frecuentemente intercambiados utilizando técnicas de ADN 
recombinante. Dichas manipulacíonesproducen factores de transcripción hĺbri- 
dos ? que actívan la transcripción uniéndose a secuencias promotoras o intensifi- 
cadoras determinadas por la especificidad de sus dominios de unión al ADN. 
Por lo tanto parece que la función básica del dominio de unión ai ADN es anclar 
el factor de transcripción al sitío apropiado en el ADN; posteriormente el dominio 
de activación estimula de forma independlente la transcripción interactuando 
con otras proteínas 

Como era de esperar, dada la especificidad tisular de la expresión génica en 
organismos multicelulares complejos, han sido identilícados muchos factores 
de transcripción en células eucarióticas. La caracterización molecular de estas 
proteínas ha mostrado que los dominios de unión al ADN están relacionados 
entre sí (Fíg, 6.27), Los dominios en dedos de cinc contienen repeticíones de 
residuos de cisteína e histidina que ligan iones de cinc y se pliegan en bucles 
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(C) Cremallera de leucinas 


(A) Dedos de cirrc 
Ión cinc 
Hélice a 


Lámina p 



Hélice de 
unión aJ ADN 


> Dominio de cremallera de leucinas 


Cadena lateral 
de leucinas 



(B) Héiice-gíro-héllce 



Bude 


Hélice de 
unión al ADN 


(D) Hélice-bucle-hélíce 


Hélice 


(«dedos») que se unen al ADN. Estos domínios fueron ínícialmente identifica- 
dos en el factor de transcripción de la ARN poJimerasa III TFIIIA pero se en- 
cuentran también en tactores de regulacíón transcripcionales de los promotores 
de ta polimerasa II. incluyendo la Spi. Otros ejemplos de factores de transcrip- 
ción que posee dominios en dedos de cinc son los receptores de hormonas 
esteroideas, que regulan la transcripción géníca en respuesta a hormonas 
como los estrógenos y la testosterona. 

La estructura hélice-vuelta-hélice se describió inicíalmente en proteínas de 
unión al ADN procarióticas, como la proteína activadora de catabolitos (CAP) de 
E. coli. En estas proteínas una hélice realiza la mayor parte del contacto con el 
ADN, mientras que las otras hélices estabilizan la interacción. En ias células 
eucarióticas un tipo de proteínas con conformación héľtce-vuelta-hélice son las 
proteínas con dominios homeo, quetienen un papel crítico en la regulacíón de 
la expresión géniea durante el desarrollo embrionarío. Los genes que codifican 
estas proteínas fueron descubiertos en mutantes Drosophiia , Algunos de los 
mutantes de Drosophiia descritos inieiatmente (denominados mutantes homeó- 
ticos en 1894) daban lugar al desarrollo de moscas en las que una parte del 
cuerpo estaba sustituida por otra. Por ejemplo, en ei mutante homeótico Anten- 
napedia crecen patas en vez de antenas en la cabeza de la mosca (Fig. 6.28). 
El análisis genético de estos mutantes, inícíado por Ed Lewis en los aňos 40, ha 
evidenciado que Drosophiia contiene seis genes homeotícos, cada uno de los 
cuales específica la identidad de un segmente corporal. La clonación molecular 
y el análisis de estos genes ha puesto de manifíesto que contienen secuencias 
conservadas de 180 pares de bases (denominadas secuencias homeo u ho- 
meoboxes) que codifican los domínios de unión al ADN (dominios homeo) de 


Figúra 6.27 

Familias de dominios de unión al 

ADN. (A) Los domínios en dedo de cinc 
son budeš en los que una hélice y y una 
lámina /í engloban de manera coordinada 
u n ión cinc, (B) Los dominios hélice-giro- 
hélice constan de tres regäones helieoida- 
les (o en algunos casos cuatro). Una de 
las hélices (la hélice 3) es la que realiza la 
mayor parte de los contactos con el ADN, 
mientras que las hélices 1 y 2 se apoyan 
encima y estabilizan la interacción. (C) 
Los dominios de unión a! ADN de proteí¬ 
nas con cremallera de leucinas están for- 
mados por dos cadenas poiipeptídicas 
distintas, Las responsables de la dimeri- 
zación son las interacciones entre las ca¬ 
denas lateral es hidrofóbicas de residuos 
de leucina expuestos en uno de los lados 
de cada región helícoidal (cremallera de 
leucinas). Inmediatamente deträs de la 
cremallera de leucinas está la belice de 
unión al ADN. rica en aminoácidos bási- 
cos. (D) Los dominios con estructura hélh 
ce-b u cle-hélice son parecitíos a los de 
cremallera de leucinas, excepto en que 
los dominios de dimerización de cada una 
de estas proteínas eonsisten en dos regío- 
nes helicoidales separadas por un bude. 
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Figúra 6.28 

Mutación Antennapediä > Las moscas 
mutantes Antennapodia tieň en en ta cabe- 
za patas en lugar de antenas. (A) Cabeza 
de una mosca normál. (B) Cabeza de una 
mosea mutante Antennapedia. (Cortesŕa 
de F Rudolf Tumor, Universidad de Indiá¬ 
na), 
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Figúra 6.29 

Actuacíón de los activadores trans- 
cripcionales. Los activadores eucarióti- 
cos estimulan la transcripción por dos me- 
canismos, Interactúan con las proteínas 
del Mediador y con los factores de trans¬ 
cripción generafes para facilitar el ensam- 
biaje de un complejo de transcripción, e 
interactúan con los coactivadores para fa¬ 
cilitar la transcripción modificando la es- 
tructura de ia cromatina. 


los factores de la transcripción. Desde entonces han sído identificadas una gran 
variedad de proteŕnas con homeodominios en hongos, plantas y otros animales, 
incluídos los humanos. Los genes de las homeoboxes humanas son llamativa- 
mente simílares a sus homólogos en Drosophifa en cuanto a su estructura y 
función, demostrando la alta conservación de las funclones de estos factores de 
transcripción en el desarrollo anímal. 

Otras dos famílias de proteínas de unión al ADN, las proteínas con crema- 
flera de leucinas y con estructura hélice-bucle-hétice, contíenen dominios 
de unión af ADN formados por la dimerización de dos cadenas polipeptídicas. 
La cremaíiera de leucinas contiene cuatro o cínco residuos de leucina separa- 
dos por íntervalos de siete aminoácidos, quedando sus cadenas laterales hidro- 
fóbicas expuestas en u n lado de una región helicoidal. Esta región sirve de 
dominio de dimerización para las dos subunidades proíeínicas, que permane- 
cen unidas por las interacciones hídrofóbicas entre las cadenas laterales de las 
leucinas, Inmediatamente después de la cremallera de leucinas existe una re¬ 
gión riea en aminoácidos cargados posítívamente (lisŕna y arginina) que se unen 
al ADN. Las proteŕnas con estructura de hélíce-bucle-hélicetienen una esŕructu- 
ra si mi la r, exceptuando que sus dominios de dimerización están formados por 
dos regiones helicoidalescada uno, separados por un bude, Una caracterí štica 
importante de los factores de transcripción con cremallera de leucinas y estruc¬ 
tura hélice-bucle-hélice es que distiníos miembros de estas familias pueden for- 
mar dŕmeros entre ellos. Por lo tanto r la eombinacíón de distintas subunidades 
de proteínas puede dar Iugar a un mayor abanico de factores que pueden diferir 
en la secuencia de ADN reconocida y en las actividades de estimulación de la 
transcripción. Las proteínas con cremallera de leucinas y con estructura de héíí- 
ce-bucle-hélice tienen una importante función en ia regulación de la expresión 
génica inducible con especificidad tisular, y la formacion de dŕmeros entre dife- 
rentes miembros de sus familias es un aspecto crucial del controf de su función. 

Los dominios activadores de los factores de transcripción no están tan bien 
caracterizados como sus dominios de unión al ADN, Algunos de elfos, denomina- 
dos dominios de activación acídicos, son ricos en residuos cargados negatíva- 
meňte (aspartato y glutamato); otros son ricos en residuos de prolina o glutamina. 
Los dominios de activación de los factores de transcripción eucarióticos estimu¬ 
lan la transcripción mediante dos mecanismos diferentes {Fíg. 6.29). En primer 
lugar, interactúan con las proteínas del Mediador y con los factores de transcrip¬ 
ción generales, como TFIIB o TFIID, para reclutar la ARN polimerasa y facilitar el 
ensamblaje de un complejo de transcripción sobre el promotor, similar a los acti¬ 
vadores transcripcionales de las bacterias (ver Fig, 6.10). Además, los factores 
de transcripción eucarióticos interactúan con una variedad de coactivadores 
que estimulan la transcripción modificando la estructura de la cromatina, como se 
estudia más adelante en ešte capítulo. 
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El represor se une al ADN e inhibe la transcripción 
mediante u na interacción proteína-proteína 


Dom mi o de 
represión 

Dominio de 


TATA A 


Figúra 6.30 

Acción de los represores eucanótícos. (A) Determinados represores bloquean la 
unión de activadores a seeuencias reguladoras. (B) Otros represores tienen dominios de 
represión activos que inhiben la transcripción mediante interacciones con proteínas me- 
diadoras o factores de transcripción generales, además de con correpresores que actúan 
para modifícar la estructura cromatínica. 


Represores eucarióticos 

La expresión génica en células eucariótícas está regulada por represores ade- 
más de por activadores de la transcripción. De igual forma que su$ homólogos 
procarioticos, los represores de eucariotas se u ne n a seeuencias específicas de 
ADN e inhiben la transcripción. En algunos casos, los represores eucarióticos 
simplemente interfieren con la unión de otros factores transcripcionales al ADN 
(Fig. 6.30 A). Por ejemplo, la unión de un represor cerca del sitio de iníciación de 
la transcripción puede bloquear la interacción de la ARN potimerasa o de facto¬ 
res generales de transcripción con el promotor, de forma símilar a los represo- 
res bacterianos. Otros represores compiten con los activadores por unirse a 
seeuencias específicas de regulación, Algunos de estos represores contienen 
el mismo dominio de unión al ADN que el activador, pero carecen de su dominio 
activador, El resultado de su unión al promotor o al estimulador es el bloqueode 
la unión del activador, inhibiendo por tanto la transcripción. 

En contraste con los represores que simplemente interfieren con la unión de 
activadores, muchos represores (denominados represores activos) contienen do¬ 
mín ios especííicGS que inhiben la transcripción por medio de interacciones proteE 
na-proteína (Fig. 6.30B). El primero de estos represores fue deserito en 1990 en 
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estudios sobre un gen denominado Krúppe /, que ínterviene en el desarrollo em- 
brionario de Drosophila . El anälisis molecular de [a proteína Krúppel ha demostra- 
do que contiene un dominío de represičn enlazado a un dominio con estruetura 
de dedos de dno de unión al ADN. El dominío de represión Krúppel puede ínter- 
cambiarse con distintos domíníos de unión al ADN de otros factores transcripcío- 
nales. Estas moléculas hĺbridas también reprimen la transcripción, indicando que 
el dominío represor de Krúppel inhibe ta transcripción por medio de interacciones 
proteína-proteína, independientemente de su sitio de unión al ADN, 

IVtuchos de los represores actívos encontrados tienen una funcíón clave en la 
regulación de la transcripción de céluias animales, siendo en ocasíones los regu- 
ladores principales del crecimiento y la diferenciación celulares. A! igual que en el 
caso de los activadores de la transcripción, se han identificado díversos dominios 
represores. Por ejemplo, el dominío represor de Krúppel es rico en residuos de 
alanina, mientras que otros dominios represores son ricos en prolina o residuos 
acídicos. Los objetivos de los represores también son díversos, los represores 
pueden inhibir la transcripción interactuando con proteínas activadores especí- 
ftcas, con proteínas det Mediador o factores de transcripcrón generales, y con 
correpresores que actúan modificando la estruetura de la cromatina. 

La regulación de la transcripción por medio de represores además de con 
activadores amplŕa de forma eonsiderable el abanico de mecanismos que con- 
trolan la expresíón de los genes eucarióticos. La inhibición de la expresión de 
genes con especificidad tisular parece ser una importante función de los repre¬ 
sores. Por ejemplo, como fue expuesto previamente, se cree que un sitio para la 
unión de un represor en el estimulador del gen de las inmunoglobulinas contrí- 
buye a su expresión con especificidad tisular suprímiendo su transcripción en 
céluias no linfoides, Otros represores desempeňan un papel crucial en el control 
de la proíiferación y diferenciación celutares en respuesta a hormonas y facto¬ 
res de crecimiento (véanse Caps, 13 y 14). 

Relación entre la cstnictura eromatínica t / la transcripción 

Tai y como se mencionó en la exposición previa, tanto los activadores como los 
represores regulan la transcripción en eucariotas no sólo interaccionando con 
otros componentes de la maquinaria transcripcional, sino también induciendo 
cambios en la estruetura de la cromatina. En lugar de estar presente en e! inte- 
rior del nudeo como el ADN desnudo, el ADN de todas las céluias eucarióticas 
se encuentra fuertemente unido a las hislonas. La unidad estructural básíca de 
la cromatina es el nueleosoma, que consiste en 146 pares de bases de ADN 
enrollado en torno a dos moléculas compuestas cada una por las histonas H2A, 
H2 B t H3 y H4, con una molécula de história Hl unída al ADN donde entra en la 
partícuia del nueleosoma (ver Fig, 4.12). La cromatina se condensa aún más, 
enrollándose en estructuras de orden superior organizadas en grandes bucles 
de ADN. Ešte empaquetamíento del ADN eucariótico en cromatina claramente 
posee importantes consecuencias en términos de disponibilidad como molde 
para la transcripción, de modo que la estruetura de la cromatina es un aspecto 
crítico para la expresión génica en las céluias eucarióticas. 

Los genes transeritos activameňte se eneuentran en cromatina retativameň¬ 
te descondensada, probablemente correspondíendo a las fibras de cromatina 
de 30-nm deseritas en el Capítulo 4 (ver Fig. 4.13). Por ejemplo, la visualización 
microscópica de los cromosomas politénicos de Drosophila indica que las regio- 
nes del genoma que están implieadas activamente en la síntesis de ARN co- 
rresponden a regiones cromosómicas descondensadas (Fig, 6,31), No obstaň¬ 
te, los genes transeritos activamente permanecen unidos a histonas y 
empaquetados en nueleosomas, de modo que los factores de transcripción y la 
ARN polimerasa siguen enfrentándose al problema de ínteraccionar con la cro- 
matina en lugar de con el ADN desnudo. El estrecho enrollamiento del ADN en 
torno al núcleo de la partícuia del nueleosoma es un gran obstáculo para la 
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Figúra 6.31 

Regiones cromosómicas descondensa- 
das d e Drosophiía . fmagen d e micros- 
copio óptico que maestra regiones des- 
condensadas d e cromosomas politémcos 
(flechas), que son activas en la síntesis de 
ARN. (Cortesía de Joseph Gali. Carnegie 
Inštitúte). 



10 um 


transcripción, afectando tanto a ía capacidad d e los factores de transcripción de 
unirse al ADN como a !a capacidad de la ARN polimerasa de transcribír a través 
de un molde de cromatina. 

Diversas modificaciones son caracterŕsticas de la cromatina transcnpcional- 
mente activa, incluyendo modificaciones de histonas, reorganizaciones de nu- 
cleosomas y la asociación con dos proteínas cromosómicas no histonas, deno- 
minadas proteínas HMGN, con los nucleosomas de genes activamente 
transcritos. Los sitios de unión de las proteínas HMGN en los nucleosomas 
sotapan con el sitio de unión de la histona Hl, y parece que las proteínas HMGN 
estimulan la transcripción alterando !a interacción de la histona Hl con nucleo¬ 
somas para mantener una esiruetura descondensada de ia cromatina. 

La acetilación de las histonas se ha correlacionado con la cromatina trans- 
cripcionatmente activa en una amplia variedad de tipos celulares (Fig. 6.32). Las 
histonas del núcleo (H2A ľ H2B, H3 y H4) tienen dos dominios: u n dominio plega- 


Figura 6.32 

Acetilación de histonas. (A) Las hísto- 
nas del núcleo tienen dominios plegados 
que interaccionan con otras histonas y 
con el ADN en el nucleosoma, y extremos 
INRerminales ; que se extienden por fuera 
del nucleosoma- Los extremos N-termina- 
les de las histonas del núcleo (p. ej., H3) 
son modificados aňadiendo gmpos acetilo 
(Ac) en las cadenas laterales de determi- 
nados residuos de lisina. (B) Los activado- 
res y represores de la transcripción se 
asocian con coactivadores y correpreso- 
res, con actividad acetiltransferasa de his¬ 
tonas (HAT) y desacetilasa de histonas 
(HDAC) respectivamente. La acetilación 
de histonas es característica de la croma¬ 
tina transcrita activamente y puede debili- 
tar la unión de las histonas al ADN o alte- 
rar sus interacciones con otras proteínas. 
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Figúra 6,33 

Metifación y fosforilación de histonas. 

La actívidad transcripcionai de la cromati- 
na está afeclada por la metilación y tosfo- 
riladón de residuos aminoacídicos especí- 
ficos presentes en la cola de las histonas. 
Por ejemplo, la cromatina transcripcionai- 
meňte activa está caracterizada por la pre- 
sencia en H3 de metiiación de !a lisina-4, 
fosforilación de serina-10 y acetilación de 
lisina-9 y lisina-14. Por el contrarío, la cro¬ 
matina inactiva se caracteriza por la meti¬ 
iación de H3 en fa fisina-9. 


do t que intervlene en las interacciones con otras histonas y en el enroiiamiento 
dal ADN alrededor del núcleo del nucleosoma, y un dominio o extremo amino- 
ierminal, que se extiende por fuera del nucleosoma. El extremo amino-terminal es 
rico en lisina y puede ser modificado por acetilación en residuos de lisina específi¬ 
cos. La acetilación reduce la carga positiva neta de las histonas, y puede debiJitar 
su unión al ADN asi como alterar sus interacciones con otras proteínas. Además, 
la acetilación de histonas se ha demostrado que facilita la unión de factores de 
transcripción al ADN nudeosómieo, lo que indiea que la acetilación de histonas 
incrementa la accesibilidad de la cromatina a las proteínas de unión al ADN. 

Estudios de dos grupos de investigadores en 1996 proporcionaron vínculos 
directos entre la acetilación de las histonas y la regulacíón transcripcionai, de- 
mostrando que los actívadores y represores transcripcionaies están asociados 
con histona acetiltransferasas y deacetifasas, respectivamente. Esta asociación 
se descubrió en primer lugar mediante la donación de un gen que codificaba una 
histona acetiltransferasa de Tetrahymena, Sorprendentemente, la secuencia de 
esta histona acetiltransferasa estaba estrechamente refacíonada con un coacti- 
vador transcripcionai de levaduras previamente conocido, denominado GcnSp, 
que estimula la transcripción en asociación con diversos actívadores transcripcio- 
nales específicos de secuencia. Más experimentos demostraron que la propia 
Gcn5p posee actívidad histona acetiltransferasa, sugiriendo que la activación 
transcripcionai resufta directamente de la acetilación de histonas. Estos resulta- 
dos se han extendido mediante demostraciones de que las histona acetiltransfe- 
rasas tambäén se asocian con u n número de coactivadores transcri pcionaies en 
mamíferos, además de con el factor de transcripción generál TFIID. Por el contra- 
no, muchos correpresores transcripcionaies tanto en levaduras como en celu las 
de mamífero funcionan como histona deacetilasas, y retiran los grupos acetilo de 
las colas de las histonas. La acetilación de histonas es por tanto, dirigida directa¬ 
mente por actívadores y represores transcripcionaies, lo que indiea que juega 
un papel dave en la regulacíón de la expresión génica eucariótica. 

Las histonas no sólo se modifican por acetilación, sino también por fosforila¬ 
ción de residuos de serina, metilación de residuos de lisina y arginina, y adición 
de ubiquitína (un pequeňo péptido estudiado en el Capítulo 7) a residuos de 
lisina. Al ígual que la acetilación, estas modificaciones oeurren en residuos ami- 
noacídicos específicos de las colas de histonas y se asocian con cambios en la 
actívidad transcripcionai (Figúra 6.33). Además de afectar a la estructura de la 
cromatina, se ha propuesto que modificaciones específícas de las histonas 
afectan a la expresión génica proporcionando sitios de unión para otras proteí¬ 
nas reguladoras transcripcionaies. De acuerdo con esta hipótesis, combinacio- 
nes de modificaciones específícas de las histonas constituyen un ^código de 
histonas» que reguta ta expresión génica reclutando otras proteínas regulado¬ 
ras al molde de cromatina. Por ejemplo, la cromatina íranscripcionafmente ac- 
tíva se asocia con varias modificaciones específícas de la histona H3, íncluyen- 
do ta metilación de la lisina-4, fosforilación de ía serina-10 y acetilación de la 
lisina-9 y la lisina-14. Por el contrario, la metilación de la lísina-9 se asocia con 
la represión, y la enzima que cataliza la metilación de H3 lisina-9 es reclutada a ios 
genes diana por los correpresores. Los residuos H3 lisina-9 además funcionan 
como sitios de unión para proteínas que indueen la condensación cromatínica, 
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vineulando directa meňte esta modificación históniea con la repre- 
síón transcripcionaL 

Resulta notable que estas modifieaciones de las colas históni- 
cas se regulan unas a otras, dando lugar al establecimiento de pa- 
trones claros de modificación de histonas que se correlacionan con 
!a actividad transcripcionaL Por ejemplo, la fosfonlación de H3 sen- 
na-10 estimula la acetilación de Nsina-14, pero inhibe la metilación 
de lisina-9, establecíendo un patrón de modificación de H3 que es 
característico de !a cromatina transcripcionalmenteactiva. La met i- 
lacíón de la lisina-4 también inhibe la metilación de la lísina-9 y vice- 
verša, lo que resulta coherente con los efectos opuestos de la metila* 
cíón de estos dos residuos de Usína sobre la actívación transcrĺpcional 
frente a la represion, La interrelación entre modifieaciones de los 
distintos residuos resulta pues en patrones de modificación de his¬ 
tonas que puede proporcionar un côdigo regulador estable para la 
actividad transcrĺpcional de la cromatina, 

A diferencia de las enzimas que regulan la estructura cromatínica modifican- 
do las histonas, los factores remodeladores del nucleosoma son complejos 
proteicos que alteran la organización o estructura de los nucleosomas, sin retL 
rar ni modificar covalentemente a las histonas (Fig. 6.34). Un mecanismo por el 
que actúan los factores remodeladores del nucleosoma es catalizando el desli- 
zamjento de los octámeros de histonas sobre la molécula de ADN, reposicio- 
nando asi a los nucleosomas para modificar la accesibilídad de secuencias es- 
pecíficas de ADN para los factores de transeripción. Por otro iado, los factores 
remodeladores del nucleosoma pueden actuar induciendo cambíos en la con- 
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Figúra 6.34 

Factores de remodelación de los nu¬ 
cleosomas, Los factores de remodela- 
ción de nucleosomas fadfítan la unión de 
factores de transeripción a la cromatina 
mediante la recolocacíón de los nucleoso¬ 
mas en el ADN 


formación de los nucleosomas, afectando de nuevo a la capacidad de secuen- 
cias específicas de ADN de interaccíonar con proteínas reguladoras transerip- 
cionales. Al igual que las enzimas modifieadoras de enzimas, los factores 
remodeladores pueden ser reclutados al ADN en asociación con activadores o 
represores de la transeripción, y pueden alterar la disposición de los nucleoso¬ 
mas para estimular o inhibir la transeripción. 

El reclutamiento de enzimas modifieadoras de histonas y factores remodela¬ 


dores del nucleosoma por los activadores transcripcionales estimula la inicia- 
ción de la transeripción alterando la estructura cromatínica de las regiones en- 
hancer y promotoras. Sin embargo, tras Ja iniciación de la transeripción, la ARN 
polímerasa sigue enfrentándose al problema de la elongación transcrĺpcional a 
través del molde de cromatina, Quizás sorprendentemente, el empaquetamien- 
to del ADN en nucleosomas no presenta una barrera impenetrable para la ARN 
polímerasa, que es capaz de transeribir a través de un núcleo nucleosómico 
rompiendo los contactos histona-ADN. La capacidad de la ARN polímerasa de 
transeribir moldes de cromatina está facilitada por la asociación de las proteínas 
HMGN con los nucleosomas de los genes activamente transcritos. además de 
por los factores de elongación que se asocian con el dominio Oterminal fosfo- 
rilado de la ARN polímerasa lí cuando se ínícia la transeripción (véase 
Fig,6,14) r Estos factores de elongación reclutan histona acetiltransferasas, 
además de actuar directamente para romper la estructura del nucleosoma du- 
rante la transeripción. 


Reguláciou de la transeripción por ARNs no codificantes 

Una šerie de avances recientes indíca que la expresión génica puede estar re- 
gulada no sólo por las proteínas reguladoras transcripcionales de las que se ha 
hablado hasla el momento, sino también por moléculas de ARN reguladoras no 
codificantes, Un modo de acción de los ARNs reguladores no codificantes es 
inhĺbir la traducción por interferencia de ARN, un fenómeno en el que los ARNs 
cortos de doble hebra inducen la degradaciôn de un ARNm homólogo (véase 
Fig. 3.41)* Adicíonalmente, los ARNs no codificantes parecen jugar papeles im- 
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Figúra 6.35 

Inactivación del cromosoma X. EJ cro- 
mosoma X nacfivo (azul) está cubíerto 
por ARN Xist (rojo). (De B. Panning y R. 
Jaenisch, 1998, Ce//93:305.) 


Citosina 



portantes en la represión de la transcripcíón en afgunos locí cromosómícos 
induciendo modificaciones en las hisíonas que dan lugar a la condensación 
cromatínica y a la formación de heterocromatina, Aunque queda mucho 
por conocer acerca de su mecanismo de acción, los ARNs no codificantes 
clarameníe juegan papeles ímportantes en la regulación de la estructura 
cromatínica y la función de las células eucarióticas. 

El fenómeno de la inactivación del cromosoma X proporciona un 
ejemplo del pape! de un ARN no codificante en la regulación de la expre- 
sión génica en mamtferos. En muchos animales, incluído el hombre, las 
hembras poseen dos cromosomas X, y los machos poseen un cromosoma 
X y uno Y. El cromosoma X contiene dentos de genes que no están pre- 
sentes en el mucho menor cromosoma Y (ver Fig. 4.29), Asi, las hembras 
tienen el doble de copias de la mayoría de los genes del cromosoma X que los 
machos. A pesarde esta diferencia, las células femeninas y masculinas contie- 
nen cantídades equivafentes de las proteínas codificadas por genes del cromo¬ 
soma X. Esto resulta de un mecanismo de compensación de la dosis T en el que 
la mayoría de los genes de uno de los dos cromosomas X en las células femení- 
nas se encuentran inactivados tras ser convertidos en heterocromatina en un 
estadío temprano del desarrolfo. En consecuencia, sólo una copia de la mayoría 
de los genes localizados sobre el cromosoma X está dtsponible para la trans- 
cripción. tanto en células femeninas como masculinas. 

Aunque el mecanismo de inactivación del cromosoma X todavía no se com- 
prende por completo, efi elemento clave parece ser un ARN no codificante trans- 
crito a partir de un gen regulador, denominado Xist , en el cromosoma X inactivo. 
El ARN X/sŕpermanece localizado en el X inactivo, uniéndose y cubriendo ešte 
cromosoma (Fig, 6.35). Además, el ARN X/s/recluta a las proteínas regulado- 
ras que reprimen la transcripción de la mayoría de los genes sobre ef X inactivo. 
A pesar de que estas proteínas están por identificar, resulta claro que un efecto 
principál del ARN Xist es la induccíón de la metilaeión de la lisina-9 de H3, 
dando lugar a la condensación cromatínica y conversión del X inactivo en hete¬ 
rocromatina. 

Recíentemente se ha demostrado que los ARNs no codificantes juegan un 
papel clave en el silenciamientotranscripcional y formación de heterocromatina 
en los centrom eros de la levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe. En 
ešte caso, ARNs homótogos a las secuencias centroméricas repetidas de ADN 
actúan para reprimir la transcripción e inducir la formación de heterocromatina 
en el eentrómero, Curiosamente, la acción de los ARNs reguladores centromé- 
ricos en S, pombe requiere su conversión en moléculas pequeňas de ARN de 
doble hebra por parte de la maquinaria celular responsable de generar peque' 
nos ARN de interferencia que bloquean ta expresíón génica que hacen diana en 
los ARNm e inducen su degradación. 

Metilaeión del ADN 


5-metildíosina 


Metilaeión 



Figúra 6.36 

Metilaeión del ADN. Se aňade un grupo 
metilo al carbono en posiciôn 5 de los re- 
siduos de citosina del ADN. 


La metilaeión del ADN es otro mecanismo generál de control de la transcripción 
en vertebrados relacionado con la estructura de la cromatína Los residuos de 
citosina del ADN de los vertebrados pueden ser modifieado por la adición de un 
grupo metilo en el carbono 5 (Fig. 6.36). El ADN se metíla espeeŕficamente en en 
residuos de C que preceden a los residuos de G en la cadena de ADN (dinucleóti- 
dos CpG). Esta metilaeión se correlaciona con baja actividad transcripcional en 
los genes que poseen muchos dinueleótidos CpG en la vecindad de sus promoto- 
res. La metilaeión inhibe la transcripción de estos genes por medio de la acción 
de una proteína, la MeCP2, que se une de forma específica al ADN metilado y 
reprime la transcripión Es interesante reseňar que la MeCP2 forma un complejo 
con la desacetilasa de histonas, relacionando la metilaeión del ADN con las alte- 
raciones en la acetilación de las histonas y la estructura de los nueleosomas. 

Pese a que la metilaeión del ADN es capaz de inhibir la transcripción, gene- 
ralmente parece que sólo los genes que ya están reprímidos se mutilan. En 
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lugar de ser la causa primaria de inactivación transcripcional. la metitación del 
ADN puede funcionar principalmente para estabilizar y mantener la inactivación 
génica durante el desarrollo. Por ejempto, los genes presentes en el cromoso- 
ma X inactivo se mutiian después de la represión transcripcional por el ARN Xist 
y la metilación de la lisina-9 de la histona H3, que puede servir para dirigir a las 
enzimas responsables de inducir la metilación del ADN a genes inactivos. En 
las plantas, también se ha sugerido que los ARNs no codificantes dirigen la 
metilación del ADN de genes reprimidos. 

Un papel regulador importante de la metilación del ADN se ha establecido 
en el fenómeno conocido como impresión o imprinting genómico que contro- 
la la expresión de algunos genes implícados en el desarrollo embrionario de 
mamíferos. En la mayoría de los casos, tanto los alelos maternos como los 
paternos de un gen están expresados en las células diploides. Sin embargo, 
existen algunos genes impresos (más de dos docenas han stdo descritos en 
ratones y en el hombre) cuya expresión depende de si se heredan de la madre o 
del padre. En algunos casos, sólo es expresado el alelo parental de un gen 
impreso, y el alelo materno es transcripcionalmente inactivo, En otros genes 
impresos, el alelo materno es expresado y el alelo paterno es inactivo. 

La metilación del ADN parece jugar un papel dave en la diferenciación entre 
alelos paternos y maternos de los genes impresos. Un buen ejemplo es el gen 
H19, que se transcribe sólo a partir de la copia materna (Fig. 6.37). El gen H19 
es metilado específicamente durante el desarrollo de células germinales mas- 
culinas, pero no en las femeninas. La unión del esperma y del óvulo en la fertili- 
zación, genera, por lo tanto, un embrión que contiene un alelo paterno metilado 
y un alelo materno sin metilar. Estas diferencias en la metilación se mantienen 
tras la replicación del ADN, por una enzima que especťficamente metila secuen- 
cias CpG de una hebra hija que se encuentra unida por enlaces de hidrógeno a 
una hebra parental metilada (Fig. 6.38). Asi, el alelo H19 paterno permanece 
metilado y transcripcionalmente inactivo en las células embrionarias y en los 
tejidos somáticos, Sin embargo, el alelo Hl9 paterno pierde la metilación en la 
línea germinal, permitiendo que se establezca un nuevo patrón de metilación 
para su transmisión a la siguiente generación. 


Maduración y renovación del ARN 

Aunque la transcripción es el primer y más regulado paso en la expresión géni¬ 
ca, es sólo el principio de una šerie de procesos requeridos para producir un 
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Figúra 6.37 

Impresión genómíca, El gen H19 es 

metilado de forma específica durante ei 
desarrollo de las células germinales mas- 
culinas. Por ešte motivo los espermatozob 
des contienen un alelo H19 metilado y los 
óvulos u no no metilado, Con la fecunda- 
ción el alelo metilado paterno permanece 
inactivo transcripcionalmente, y sólo se 
expresa en el embrión el alelo materno no 
metilado. 


Figúra 6 38 

Mantenimiento de los modelos o patro- 
nes de metilación. En el ADN parental, 
ambas hetoras se encuentran metiľadas 
en las secuencias complementarias CpG. 
Después de la replicación, sólo la bebra 
parental de cada molécula bíja se encuen¬ 
tra metilada Las hebras híjas de nueva 
síntesis se metilan a continuación me- 
dianie una enzima que reconoce especifb 
eamente las secuencias CpG opuestas al 
sitio de metilación. 
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ARN funcional. La mayor parte dei ARN de nueva síntesis ha de ser modificado 
de varias formas para convertirse en su forma funcional. Los ARNm bacterianos 
son una excepción: como fue expuesto al inicio de ešte capituio, se utilizan 
mientras están siendo transcritos como moldes para la síntesis de proteínas. 
Sin embargos los transcritos primarios de los ARNr y ARNt han de pasar por 
una šerie de pasos de maduración tanto en procariotas como en eucariotas. Los 
transcritos primarios de los ARNm eucarióticos son sometidos a grandes modi- 
ficaciones, incluyendo la eliminación de intrones por corte y empalmado, antes 
de ser transportados desde el núcleo al citoplasma para servir de moldes en la 
síntesis de proteínas. La regulación de estos pasos de maduración proporciona 
un nivel adicional de control de la expresión génica, al igual que la regulación de 
ia tasa de degradación de los ARNm. 

Maduración de los ARNs ribosómicos y de transferencia 

Como era de esperar dado su papel crucial en la síntesis de proteínas, ei proce- 
samiento o maduración básicos de los ARNs ribosómicos y de transferencia es 
similar en procariotas y eucariotas. Los eucariotas poseen cuatro tipos de ARN 
ribosómico (véase Tabla 6.1), tres de los cuales (los ARNrs 28S, 18S y 5,8S) 
proceden del corte de un transcrito precursor único de gran tamaňo, denominado 
pre-ARNr (Fig. 6.39). Los procariotas poseen tres ARNs ribosómicos (23S, 16S y 
5S), que son equivalentes a los ARNr 28S, 18S y 5,8S de las células eucarióticas 
y son también obtenidos a partir de un pre-ARNr único. El único ARNr que 
no es apenas procesado es el ARNr 5S en eucariotas, que se transcribe a partir 
de un gen distinto. 

Los pre-ARNr procarióticos y eucarióticos son madurados en varios pasos. 
El corte iniciál del pre-ARNr bacteriano produce precursores separados para los 
tres ARNr; estos contínúan su maduración por medio de escisiones secundarias 
hasta obtener sus productos finales. En ias células eucarióticas el pre-ARNr sufre 
inicialmente un corte en un sitio adyacente al ARNr 5,8S en su extremo 5', dando 
dos precursores que contienen el ARNr 18S y los ARNrs 28S y 5,8S, respectiva- 
mente. Escisiones posteriores dan lugar a los productos finales, tras lo que el 
ARNr 5.8S se une por medio de puentes de hidrógeno a la molécula 28S. Ade- 
más de los procesos de corte, en la maduración del ARNr tiene lugar la adición de 


Procariotas 

Pre-ARNr (5,5 kb) 


16S 


16S 


16S (1,5 kb) 
ARNr maduros l~~ I 


EJ 

I 

Q 

I 


23S 5S 


23S 5S 

i i n~n 

5S 

2 38 (2,9 kb) (0,12 kb) 

I □ 


Figúra 6.39 

Maduración def ARN ribosómico. Las 

células procarióticas contienen tres ARNr 
(I6S, 23S y 5S) formados por el corte de 
un tränscrito pre-ARNr Las células euca¬ 
rióticas (p, ej. n fas células humanas) con- 
tienen cuatro ARNr. Uno de ellos (el ARNr 
58) se transcribe de un gen diferente; los 
otros tres (18S, 28S y 5 ľ 8S) derivan de un 
pre-ARNr común, Después del corte r el 
ARNr 5,83 (que es exclusivo de eucario¬ 
tas) se une al ARNr 28S mediante puen¬ 
tes de hidrógeno. 
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grupos metilo a las bases y residuos de azúcares de nucleótidos específicos. La 
maduración del ARN r tiene lugar en el interior del nucleoio de las células eucarióti- 
cas, y se estudiará en detaile en el Capítuio 8. 

De igual forma que los ARNr, tanto los ARNt bacterianos como los eucarióti- 
cos son sintetizados como moléculas precursoras de gran tamaňo (pre-ARNt), 
alguna de las cuales contiene las secuencias de varíos ARNt individuales {Fíg. 
6.38). En bacterias algunos ARNt proceden de los transcritos pre-ARNr. El pro- 
cesamiento del extremo 5'de los pre-ARNt se realiza por escislón por una enzi- 
ma denominada ARNasa P. que es especiaimente interesante porque es un 
prototipo de reaccíón catalizada por una enzima compuesta por ARN. La ARNa¬ 
sa P contiene ARN y moléculas proteínicas siendo ambos componentes nece- 
sarios paraalcanzarel nivel de actividad máximo. En 1983 Sidney Altman y sus 
colaboradores demostraron que el componente ARN aislado de la ARNasa P es 
capaz por si mismo de catalizar el corte de pre-ARNt. En estos experimentos se 
estableció que la ARNasa P es una ribozima —una enzima en la cual el com¬ 
ponente catalítico está formado por ARN en vez de por proteinas. 

El extremo 3’ de los ARNt se forma por la acción de una ARNasa proteínica 
convencional, pero el procesamiento de ešte extremo de la molécula de ARN 
induye también una actividad inusual: la adición de una secuencia terminál 
CCA. Todos los ARNt poseen la secuencia CCA en su extremo 3'. Esta secuen¬ 
cia es el sitio de unión de aminoácidos, por lo que es necesaria para el funciona- 
miento del ARNt durante la síntesis de proteinas. El CCA terminál está codifica- 
do en el ADN de algunos genes de ARNt. pero en otros no lo está y es aňadido 
como un paso más en la maduración del ARNt por una enzima que reconoce y 
aňade el CCA a los ARNt que carecen de esta secuencia. 

Otro aspecto inusual de la maduración del ARNt es la amplia modificación 
que sufren las bases que forman las moléculas de ARNt. Aproximadameňte el 


Figúra 6.40 

Maduración del ARN de transferencía. (A) Los ARNs de fransferencia derivan de pre- 
ARNt, algunos de los cuales contienen varias moléculas independientes de ARNt. El corte 
en el extremo B' det ARNt es catalizado por la ribozima ARNasa P; el corte en el extremo 
3' es catalizado por una proteina RNAasa convencional. Posteriomnente se aňade una 
terminación CCA al extremo 3' de muehos ARNAt en una fase de maduración postrans- 
crĺpcíonal. Por último. se modifican algunas bases en determinadas posiciones dentro de 
la molécula de ARNt. En ešte ejemplo, los nucleósidos modificados son la dihidrouridina 
(DHU), la metilguanosina (mG), inosina (l) ; ribotimidína (T) y pseudouridina (t//). (B) Es- 
tructura de las bases modificadas. La nbotímŕdina, dihidroundina y pseudouridina se for¬ 
man por modificación de las uridinas del ARNt. La inosina y la metilguanosina se forman 
por la modificación de guanosinas 


(B) Bases modificadas 
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Union 

5-5' 


5 ’ 


10% de ias bases es alterada para dar una šerie de nucleótidos modificados en 
posiciones especificas de las moléculas de ARNt (véase la Fig. 6.40). La fun- 
eión de la mayoría de estas bases modificadas se desconoce, pero algunas 
desempeňan un importante papel en la síntesis proteínica alterando las propie- 
dades de apareamiento de bases de la motécula de ARNt (véase Cap. 7). 

Algunos pre-ARNt, de igual forma que los pre-ARNr de determinados orga- 
nismos, contienen intronesqueson eliminados porcorte y empalme (o splicing). 
A diferencia de otras reacciones de corte y empalme, que (como se verá en la 
próxima sección) implican la actividad de ARNs catalíticos, el splicing de los 
ARNt está mediado por enzimas proteicas convencionales. Una endonucleasa 
escinde el pre-ARNt en los puntos de corte para escindir el intrón, seguido de la 
unión de los exones para formar una molécula de ARNt madura. 

Maduración tiel ARNm en eucariotas 

A diferencia de lo que ocurre con la maduración de los ARNs ribosómieo y de 
transferencia. la maduración del ARN mensajero presenta importantes diferen- 
cias entre células procarióticas y eucarióticas. En las bacterias los ribosomas 
tienen un acceso inmediato al ARNm y la traducción comienza en el ARNm 
naciente mientras está todavía en marcha la transcripción. En eucariotas el 
ARNm sintetizado en el núcleo ha de ser transportado al citoplasma antes de 
ser usado como molde en la síntesis de proteínas. Además los productos inicia- 
fes de la transcricpión eucariótica (pre-ARNms) son ampliamente modificados 
antes de salír del núcleo. El procesamiento o maduración del pre-ARNm incluye 
la modificación de ambos extremos de la molécula. asi como la eliminación de 
los intrones de su iníerior (Fig. 6.41). En lugar de fener lugar como sucesos 
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Figúra 6.41 

Maduración del ARN mensajero eucariótico. La maduración del RNAm incluye la 
modificación del extremo 5 mediante la adición de un casquete o “cap» de 7-metilgua“ 
nosina (m 7 G), la modificación del extremo 3 mediante poltadenilación, y la retirada do 
intrones mediante corte y empalme. El cap en 5 se forma por adición de un GIF en 
sentido inverso al extremo 5' del ARNm. mediante una unión 5 -5’. La G anadida se 
metila posteríormente en posición N-7, y se aňaden grupos metilo a las ribosas del 
primero o los dos primeros nucleótidos del ARNm 
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independientes después de la síntesis dei pre-ARNm, estas reacciones de ma¬ 
duración están acopladas a la transcripción, de modo que la síntesis del ARNrn 
y la maduración constituyen pasos estrechameníe coordinados en la expresión 
génica. El dominio C-terminal (CTD) de la ARN polimerasa II juega un papel 
clave en la coordinación de estos procesos, sirviendo como sitio de unión para 
los complejos enzimáticos implicados en la maduración del ARNm. La asocia- 
don de estas enzimas de maduración con el CTD de la polimerasa II es respon- 
sable de su especifícidad en el procesamlento de ARNm; las polimerasas I y II 
carecen de CTD, de modo que sus productos no son procesados por los mis- 
mos complejos enzimáticos, 

El primer paso en la maduración del ARMm es la modificación del extremo 5 
del tránscrito mediante la adición de una estructura denominada caperuza o 
cap de 7-metilguanosina, Las enzimas responsables de la íormación de esta 
caperuza son reclutadas al CTD fosforilado siguiendo la iniciación de la trans- 
cripción, y la caperuza es aňadida tras fa transcripción de los primeros 20-30 
nucleótidos de ARN, La formacíón de la caperuza es inicíada por la adición de 
una molécula de GTP en orientación inversa al nucleótldo 5 1 terminál del ARN. 
A contínuación se aňaden grupos metilo a ešte residuo de G y a las formas de 
ríbosa de uno o dos nucleótidos 5’ de la cadena de ARN. La caperuza en 5 1 
estabilíza el ARN, además de alinear los ARNrn eucarióticos sobre el ribosoma 
durante la traducción (Capítulo 7). 

El extremo 3 de la mayoría de los ARNrn eucarióticos se forma no por la 
terminación de la transcripción, sino por el certe del tránscrito primario y la adi¬ 
ción de una cola de poli-A —una reacción de la maduración denominada po- 
liadeniiación (Fig. 6.42)—. Las seňales para la poliadenilación inciuyen diver- 
sas secuencías. La más conservada de todas elias en células anímales es el 
hexanucleótído AAUAAA, que se localiza de 10 a 30 nucleótidoscorriente arriba 
del sitio de poliadenilación. Otras secuencías menos conservadas que contribu- 
yen a la seňalización de la poliadenilación se encuentran tanto corriente arriba 
como cornente abajo de AAUAAA. Estas secuencías son reconocidas por un 
grupo de proteínas, que inciuyen una endonucleasa que corta la cadena de 
ARN y una poli-A polimerasa que aňade una cola de unos 200 nucleótidos al 
tránscrito de ARN. Estas enzimas procesadoras están asociadas con el CTD 
fosforilado de la ARN polimerasa II, y pueden viajar con la polimerasa desde el 
punto de iniciación. La escisión y poliadenilación seňaliza la finalización de la 
transcripción. que habitualmente oeurre varios cientos de nucleótidos corriente 
abajo del sitio de adición de la cola de polí-A, 

La mayoría de los ARNrn eucarióticos está poliadenilada, y se sabe que las 
colas de poli-A regulan la traducción y la estabilidad del ARNrn. La poliadeníla- 
ción tiene también un importante papel regulador en fases iniciales del desarro- 
llo, donde cambios en la longitud de las colas de poli-A controlan la traducción 
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Figúra 6A2 

Formación del extremo 3 del ARNm 
eucanótico. Las seňales de poliadeni¬ 
lación en células de mamíferos consis- 
ten en un hexanucleótído AAUAAA aňa- 
dido a elementos corriente arriba y abajo 
(ricos en G-U). Una endonucleasa corta 
el pre-ARNm a unos 10 a 30 nucleótidos 
corriente abajo dei AAUAAA, habitual¬ 
mente en una secuencia C A. Posterior- 
meňte la polimerasa poli-A ahade a! ex¬ 
tremo 3' del ARNm la cola de poii-A, que 
está formada por unos 200 residuos 
de A. 
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Figúra SA3 

Corte y e m palme in vitro. Se procede a 
la clonación de un gen que contiene un in- 
trón y está situado corriente abajo de un 
p ro motor (P) f el cual es reconoddo po r la 
RNA polimerasa de un bacteriófago. El 
plásmido es digerido con una enzima de 
restricción que realiza u n corte en el extre- 
mo 3 ŕ deJ gen insertado para conseguír una 
mofécula de ADN lineal. Ešte ADN se trans- 
cľibe in vitro c on la polimerasa del bactertó- 
fagc, obteniéndose un pre-ARNm. Las 
reacciones de corte y empalme pueden ser 
estudiadas anadiendo in vitro ešte pre- 
ARNm a extractos nucleares de células de 
ma m iferos. 
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del ARNm. Por ejemplo, muchos ARNm están almacenados en óvuíos no fertili- 
zados en una forma no traducida con coías cortas de poli-A (habitualmente de 
30 a 50 nucleotidos de longitud), La fertilización estimula el alargamiento de las 
cofas de pali-A de los ARNm almacenados, lo cual a su vez activa su traducción 
y la síníesis de las proteínas necesarias para el desarrollo embrtonario. 

La modificación más lla mat i va de los pre-ARNm es la eliminación de intro- 
nes por el procedimiento de corte y empalme o spitcing. Como fue expuesto en 
el Capftulo 4, las secuencias codificantes de la mayoría de los genes eucarióticos 
están interrumpľdas por secuencias no codificantes (intrones) que son escindidas 
de forma predsa del ARNm maduro. La mayor parte de los genes contienen 
múltíples intrones, que habitualmente suponen hasla el 90% del total de las se¬ 
cuencias de que consta el pre-ARN. El descubrimiento inesperado de íos intrones 
en 1977 generó u n activo esfuerzo ínvesttgador dírigido a la compresión de los 
mecanismos de corte y empalme, que se suponía deberían ser aftamente específi- 
cos para producir ARNms funcionales. Estudios posteriores de los fenómenos de 
corte y empalme no sólo han ilustrado nuevos mecanismos de regulación génica, 
säno que también han revelado la activídad catalítica de eiertas moíéculas de ARN, 


Mecanismos de corte y empalme o splicing 

La dave para entender los mecanismos de corte y empalme fue el desarrollo de 
sístemas in vitro que llevaran a cabo de forma eficíente la reacción (Fig. 6.41). 
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Figúra 6A4 

Corte y empalme del pre-ARNm. El proceso de certe y empalme se ileva a cabo en dos 
pasos. El primer paso consiste en una escisión en el sitio de corte 5 ŕ (SS) y la uníón del 
extremo 5 del intrón con una A contenída en el intrón (punto de ramificaciôn). Con esta 
reaccíón se consigue un intermediano en forma de lazo, dentro del cual el intrón forma un 
bude. El segundo paso es la escisión en el sitio de corte 3' y el empalmado simultáneo de 
los exones, obteníéndose por escisión del intrón como una estructura en forma de lazo. 


Los pre-ARNm fueron sintetizados in vitro por medio de la ctonación de genes 
estructurafes (con sus intrones) adyacentes a promotores de la ARN polimera- 
sa de un bacteriófago en vectores plasmídícos, que pueden ser obtenidos en 
grandes cantidades. La transcripción de estos plásmidos fue utilizada para ob- 
tener un gran numero de pre-ARNm que tras ser anadŕdos a extractos nuciea- 
res de células animales fueron cortados y empalmados de forma correcta. El 
uso de diehos sistemas in vitro ha permitido, como en el caso de la transcrip- 
dón, anatizar los fenómenos de corte y empalme con mucho mayor detaile de lo 
que hubiera sido posible utilizando células intactas. 

El análisis de los productos de la reacción y de los intermediarios formados 
in vitro reveló que el corte y empalmado del pre-ARNm tiene lugar en dos eta- 
pas (Fig, 6.44). En primer lugar el pre-ARNm es cortado en el sitio de corte y 
empalme 5', y el extremo 5' del intrón se une a un nucleótido de adenina del 
intrón (cerca de su extremo 3'), En ešte paso se forma un vínculo ínusual entre 
el extremo 5 del intrón y el grupo hídroxilo 2 de la adenina, El intermediario 
resultante es una estructura en lazo T en la que el intrón forma un bucle. E! se¬ 
gundo paso tiene lugar con el corte en 3 y la uníón simultánea de los dos exo- 
nes* El intrón es escindido como una estructura en forma de iazo que es poste- 
riormente degradada en el núcleo de las células intactas, 

Estas reacciones definen tres secuencias críticas en los ARNm: la seeuen- 
cia en el sitio de corte 5\ la secuencía en el sitio de corte 3 y las secuencias en 
el punto o sitio de ramificaciôn (el punto en el que se une el extremo 5 del intrón 
para formar la estructura en forma de lazo) (véase Fig, 6.44), Los pre-ARNm 
contienen secuencias consenso similares en cada una de estas tres posiciones, 
permitiendo a! complejo de corte y empalme reconocer a los pre-ARNm y IJevar 
a cabo las reacciones de corte y unión implicadas en eí proceso. 

El análisis bioquímíco de extractos nucieares ha revelado que el spficing 
tiene lugar en grandes complejos, denominados esplíceosomas. compuestos 
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Descubrimiento del RNPsn 


Los anticuerpos frente a ARNs pequeňos nucleares que forman complejos 
con proteínas son producidos por pacientes con lupus eritematoso 
sistémico 

Michael R, Lernory Joan A, Steitz 
Yaie University, New Haven, Connecticut 

Proceôdings of the National Academy of Sciences, USA, 1979. Voiumen 76 , págs 5495-5499 


Contexto 

Ei descubrimiento de los intrones en 
1977 implieaba que una reacción de 
maduración totalmente novedosa 
era requehda para producir ARNm 
en las céiulas eucarióticas. Los 
intrones debían ser esctndidos con 
predsieň del pre-ARNm, seguido de 
la unión de los exones para dar 
lugar a una molécula de ARNm 
madura. Dada la naturaleza 
inesperada del spiidng óel ARNm, 
comprender el mecanismo de la 
reacción de corte y empalme 
cautívó la atención de muchos 
biólogos moleculares. Uno de los 
principál es pasos en la efucidación 
de ešte mecanismo fue el 
descubrimiento de fos RNPsn y su 
implicación en ei spiidng del 
pre-ARNm. 

Los ARNs pequeňos nucleares 
fueron ídentifícados por prímera vez 
en las céiulas eucarióticas a finales 
de los aňos 60. Sin embargo, la 
función de los ARNsn permanecia 
desconocida, En ešte trabajo de 
1979, Michael Lerner y Joan Steitz 
demostraron que los ARNsn más 
abundantes estaban presentes 
formando complejos ARN-proteína 
denominados RNPsn. Además, 
proporcionaron la primera 
sugerencia de que estos complejos 
ARN-proteina podrían fundonar en 
el spiidng del pre-ARNm. Esta 
identificación de RNPsn llevó a una 
variedad d e e x pe n m ento s que 
confirmaron su s pape les y 
elucidaron el mecanismo por el que 
tiene lugar el spiidng del pre-ARNm, 

Experimentos 

La identificación de los RNPsn se 
bas ó en el uso de antisuero de 
pacientes con íupus eritematoso 
sistémico, una enfermedad 


autoinmune en la que los pacientes 
producen anticuerpos frente a 
constituyentes celulares normales. 
Muchos de los anticuerpos producidos 
por pacientes de lupus eritematoso 
sistémico están dirigidos frente a 
componentes del núcleo, incluyendo 
ADN, ARN e histonas. El 
descubrimiento de las RNPsn surgió de 
estudios en los que Lerner y Steitz 
trataron de caracterizar dos antígenos, 
denominados ribonucleoproteína 
(RNP) y Sm f que eran reconocidos por 
anticuerpos de pacientes con lupus 
eritematoso sistémico. Datos indírectos 
sugirieron que RNP consistía tanto de 
proteina como de ARN, como su 
nombre indica, pero ni RNP ni Sm 
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InmurroprecipitaciĎn de ARNsn con antisuero de 
pacientes con lupus eritematoso sistámioo GarriJ 1, 
anti-Sm: carril 2, suero conirol normál: carnl 3. antisuero 
que reconoce principalmenle el anEígeno RNP: carril 4, 
anti-RNP. Existe u n ARN no especitico denominado X 
en todos les inmunoprecipitados. incluyendo el control 
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habían sido caracterizados a ntvel 
molecular 

Para identtficar los posibles 
componentes de ARN en los 
antŕgenos RNP y Sm, ARNs nucleares 
de céiulas de ratón fueron marcadas 
con 32 P e inmunoprecipitadas con 
antisuero de diferentes pacientes de 
lupus eritematoso sistémico (véase 
Fíg. 3.30), Se encontraron seis 
especies específicas de ARNsn que 
eran inmunoprecipitadas 
selectivamente con antisuero de 
diferentes pacientes, pero no por 
suero de un paciente control normál 
(ver figúra). El suero anti-Sm 
inmunoprecipitó a los seis de estos 
ARNsn, que se designaron Ula, Ulb, 
U2 ŕ U4, U5, y UÔ. Los ARNsn 
imnunoprecipitados fueron 
caracterizados mediante el análisis de 
secuencias, que demostró que U1 a, 
U1 b y U2 eran idénticos al ARNsn más 
abundante previamente descrito en el 
núcleo mamífero, donde Ula y Ulb 
representan variantes de secuencia de 
una soia especie de ARNsn U1 
presente en céiulas humanas, Por el 
contrario, los ARNsn U4, U5 y U6 
fueron identificados por primera vez por 
Lerner y Steitz en estos experimentos. 

La inmunoprecipitaciôn de estos 
ARNsn demostró que eran 
componentes de complejos 
ARN-proteína. Se había demostrado 
previamente que ei suero antí-Sm, que 
inmunoprecipitó los seis ARNsn 
estaba dirigido frente a un antígeno 
proteico. De forma similaq se sabía 
que la proteína era necesaräa para el 
reconodmiento antígénico por parte 
del suero anti-RNP Es más, Lerner y 
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Descubrimiento del RNPsn (continuación) 


Steitz demostraron que ninguno de 
los ARNsn podían ser 
inmunoprecipitados si la proteína 
se elimínaba prímero mediante una 
extracción del ARN con fenol. Más 
análisis de las céíulas en las que se 
habían marcado las proteínas con 
^3-metiomna identífícó a siete 
proteínas nucleares prominentes 
que fueron inmunoprecipitadas 
junto con los ARNsn con los sueros 
anti-Sm y anti-RMP. Asi, estos 
datos indicaban que cada uno de 
los seis ARNsn estaba presente en 
un complejo RNPsn con proteínas 
nucleares específicas. 

Impacto 

El descubrimiento de que los 
ARNsn eran componentes de las 
RNPsn que eran reconocidos por 
antísueros específicos abrió un 


nuevo enfoque para el estudio de la 
función del ARNsn. Lerner y Steitz 
indicaron que un posíble papel 
«muy intrigante» para los ARNsn 
podría ser en el spficing de 
pre-ARNm, y seňalizaron que las 
secuendas proxímas al extremo 5 r 
del ARNsn U1 eran 
complementarias a los puntos de 
corte y empalme, 

Steitz y sus colaboradores 
continuaron con una šerie de 
experimentos que estableció la 
implicación crítica de las RNPsn en 
el spficing. Estos estudíos 
ínciuyeron un análisis de secuencia 
más extenso que demostraba la 
complementariedad de las 
secuencias conservadas en 5 del 
ARNsn U1 a las secuencias 
consenso de sitios de corte y 
empalme en 5\ sugirtendo que U1 


funcionaba en el reconocímiento 
del sitio de corte y empalme en 5\ 
Adicionalmente, el antisuero frenie 
a RNPsn se empleó para 
demostrar que U1 era necesaría 
para el spficing óe pre-ARNm tanto 
en núcleos aislados como en 
extractos de corte y empalme in 
vitro * Más estudíos han seguido 
para demostrar que los ARNsn por 
sí mismos juegan papeles críticos 
no sólo en la identificación de los 
sitios de corte y empalme, síno 
también como cataiizadores de la 
reacción de spiicing. El 
descubrimiento iniciál de que los 
ARNsn eran componentes de las 
RNPsn que podían ser reconocidos 
por antísueros específicos abrió la 
puerta a la comprensión del 
mecanismo de procesamiento del 
pre-ARNm, 


de proteínas y ARNs, Los ARNs que forrnan parte de los espliceosomas son 
cinco típos de ARN nuclear de pequeňo tamaňo (ARNsn) denominados U1 t 
U2, U4 r U5 Y U6. Estos snARNs, que tienen un tamaho de entre 50 y 200 
nucleótidos, forman un complejo con entre seis y diez moléculas proteínicas 
para dar partículas pequeňas de rinonucleoproteínas nucleares (RNPsn), 
que tienen un papel centrál en el proceso de spiicing , Las snRNPs U1 ŕ U2 y U5 
contienen cada una una molécula única de ARNsn, mientras que las RNPsn U4 
y LJ6 están unidas entre sí formando una única RNPsn. 

El prímer paso en lalormación del espliceosoma es la unión de la RNPsn U1 
al sitio de corte 5 r de! pre-ARNm (Pig. 6.45), Ešte reconocímiento de los sitios de 
corte 5 se realiza por medio del apareamiento de bases entre la secuencia del 
consenso del sitio de corte 5 y una secuencia complementaria en el extremo 5 
del ARNsn U1 (Fig. 6.46). Posteriormente la RNPsn U2 se une al punto de 
ramificacíón por apareamiento complementario de bases. Un complejo prefor- 
mado compuesto de las RNPsn U4/U6 y U5 se incorpora al espliceosoma, es- 
tando la U5 unida a secuencias corriente arriba del sitio de corte 5'. 

La reacción de corte y empalme se acompana de reordenamientos en los 
ARNsn. Antes del primer paso de ta reacción (la formación del infermediario con 
estructura de lazo, véase Fig. 6.44) r la U6 se disociade la U4 y desplaza a la U1 
en el sitio de corte 5 ŕ . Entonces la U5 se une a determinadas secuencias det sitio 
de corte 3\ lo cual se sigue del corte del intrón y del empalme de los exones. 

Los ARNsn no sólo reconocen las secuencias consenso en los sitios de 
ramificación y los sitios de corte en los pre-ARNs, sino que también catalizan la 
reacción de corte y empalme de forma direcía. La función catalítica del ARN en 
el spiicing se demostró con el descubrimiento de que determinados ARNs eran 
capaces de autoempalmarse (seff-splicing), esto es, eran capaces de catalizar la 
eliminación de sus propíos intrones en ausencia de otras proteínas o ARNs. La 
reacción de autoempalme fue descríta micialmente por Tom Cech y sus colabora¬ 
dores en estudíos del ARNt 28S del protozoo Tetrahymena. Ešte ARN contiene un 
intrón de aproximadamente 400 pares de bases que es eliminado de forma predsa 
tras incuhar e! pre-ARN en ausencia de proteínas, Estudíos posteriores han revela- 
do que el corte y empalme es catalízado por el intrón, que actúa como una ribozima 
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Figúra 6.45 

Ensamblaje del espliceosoma. El pri¬ 
már paso en el ensamblaje del espliceo- 
soma es la uníón del RNPsn U1 al sitio de 
eorte 5' (SS), seguido de la unión del 
RNPsn U2 al punto de ramificación. A 
continuación se incorpora al espliceoso- 
ma un complejo preformado que contiene 
las RNPsn U4/U6 y U5. La U5 se une a 
secuencias corríente arriba del punto de 
eorte 5, y la U6 se separa de la U4 y des- 
plaza a la U1 antes de forma rse el inter- 
mediario con estructura de lazo, La U5 se 
une entonces al sitio de eorte 3\ y poste- 
ríormente se čerta el intrón y se empal- 
man los exones. 
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para dirigir su propia escisión de fa molécula de pre-ARN. El descubrimiento del 
autoem palme en el ARNr de la Tetrahymena f junto con los estudios acerca de la 
ARNasa P ya mencionados, han proporcionado la primera demostración de la acti- 
vídad catalítica del ARN, 

Ensayos posteriores han demostrado fenómenos de autoempaime en mitO“ 
condrias, cloroplastos y bacterias. Los ARNs con actividad autoempalmante se 
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5 1 SS 


3' SS 


Exón 1 I intrón i Exón 2 



dividen en clases según su mecanismo de acción (Fig. 6.47). El primer paso en el 
sorte y empalme de Jos íntrones de tipo ! (p. ej., el pre-ARN de la Tetrahymena) es 
la escisión en el sitio de corte 5 r mediado por un cofactor de guanosina. El extremo 
3 r del exón liberado reacctona con el sitio de corte 3' para escindir el intrón como un 
ARN lineaL Sin embargo, las reacciones de autoempaíme de los intrones de tipo II 
(p. ej., algunos pre-ARNs mitocondriales) son muy similares at corte y empalme 
nuclear del pre-ARNm, en el que la escisión del sitio de corte 5' se sigue de la 
formación de una estructura con forma de lazo en el intrón, que luego es escindido. 


Figúra 6.46 

Union del ARNsn U1 al sitio de corte 

S . El extremo 5 del ARNsn U1 se une a 
las secuencias consenso de los sitios de 
corte 5 mediante el apareamiento com- 
piementario de bases. 


Figúra 6.47 

Intrones autoempalmantes ( seff-spíi- 
cing). Los intrones autoempalmantes de 
los grupos I y II se distinguen por sus me- 
canismos de actuación. En los intrones 
del grupo í, el primer paso es la escisión 
en el punto de corte 5 gracias a la reac- 
ción con un cofactor de guanosina, El re- 
sultado es un intermediano lineaf que tie¬ 
ne una G aňadida al extremo 5 del intrón. 
En los intrones del grupo II (como en el 
corte y empalme del pre-ARN m) el primer 
paso es la escisión en el punto de corte 5 J 
por reacdón con una A del interior del in¬ 
trón, dando lugar a un intermediario con 
estructura de lazo. En ambos casos el se- 
gundo paso es la escisión del sitio de cor¬ 
te 3 y el simultáneo empalmado de los 
exones. 
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La similitud entre el corte y empalme del pre-ARNm mediado por espliceoso- 
mas y el autoempalrne de los intrones de tipo II sugirió que los componentes 
catalíticamente activos del espliceosoma son ARNs en vez de proteínas. Esta 
similitud sugirió en particular que el corte y empalme del pre-ARNm estaba catali- 
zado por los ARNsn del espliceosoma, lo cual se ha visto firmemente apoyado en 
posteriores ensayos; los ARNsn U2, U5 y U6 han sido tdentificados como los 
elementos eatalíticos del espliceosoma. Por lo tanto, el corte y empalme del pre- 
ARNm estä considerada una reacdón basada en el ARN, catalizada por ARNsn 
del espliceosoma que actúan de forma análoga a los intrones autoempalmantes 
de tipo tl. Sin embargo, en el interior de la célula, los componentes proteicos de 
las RNPsn también son necesarios, y participan tanto en el ensamblaje del espli¬ 
ceosoma como en ta reacción de corte y empalme. 

Un cierto numero de factores proteicos de splicing que no son componentes 
de las RNPsn T también juegan papeles críticos en el ensamblaje del espliceosoma, 
especialmente en la identificación de los sitios correctos de corte y empalme en los 
pre-ARNm (Fig. 6,48). Los pre-ARNm de mamíferos generalmente contienen múl- 
tiples exones cortos (una média de 150 nucleótídos en humanos) separados por 
intrones mucho más largos (una média de 3.500 nucleótidos), Los intrones fre- 
cuentemente contienen muchas secuencias parecidas a los puntos de corte y em¬ 
palme, de rmodo que la maquínaria de splicing debe ser capaz de identificar las 
dianas 5' y 3 ŕ de corte y empalme apropiadas en los límites intrón/exón para producír 
una ARN m funcional. Los factores de corte y empal me strven para dirigir at espliceo¬ 
soma a la diana de corte y empalme correcta, mediante la unión a secuencias espe- 
cíficas de ARN en los exones, y reclutando a continuación las RNPsn U1 y U2 a los 
sitios apropiados del pre-ARNm ŕ mediante interacciones proteína-proteína. Además, 
los factores de corte y empalme acoplan el splicing con la transcrĺpcion mediante la 
asodación con el CTD fosforilado de la ARN polimerasa II. Ešte anclaje de la maqui- 
naria de splicing con la ARN polimerasa se cree que es importante para asegurar 
que los exones se unan en el orden correeto a medida que se sintetiza el pre-ARNm. 

Corte i f empalme alternatíva 

El papel centra! de los mecanismos de corte y empalme en la maduración del pre- 
ARNm abre la posibilidad de regular la expresión génica por medío del control de la 
maquinaria celular que los lieva a cabo, Dado que muchos pre-ARNm contienen 
múltiples intrones, pueden producirse distintos ARNm partiendo del mismo gen 
combinando los sitios de corte 5’ y 3\ La posibilidad de combinar los exones aporta 
un nuevo modo de controlar la expresión génica generando múltiples ARNm (y por 
lo tanto múltiples proteínas) a partir del mismo pre-ARNm. Ešte proceso, denomi- 
nado corte y empalme alternativo (o splicing alternativo) oeurre de forma habitual 
en los genes de eucariotas superiores. Por ejemplo, se estíma que el corte y 
empalme alternativo puede resultar en la producción de tres o más ARNm de un 
gen promedio de mamífero, íncrementando considerablemente la diversidad de 
proteínas que pueden codificarse por los 30.00-40.000 genes estimados de los 
genomas de mamíferos. Puesto que los patrones de corte y empalme alte mati- 
vos pueden variar entre los distintos tejidos, el corte y empalme alternativo pro- 
porciona un importante mecanismo de regulación de la expresión génica con 
especificidad tisular y del desarrollo. 


Figúra 6.48 

P apel de los factores de corte y empal¬ 
me en el ensamblaje del espliceosoma. 

Los factores de corte y empalme (proteí¬ 
nas SR) se unen a secuencias específicas 
en los exones, Las proteínas SR reclutan 
la RNPsn U t al šitie de corte 5’ y un facto r 
de corte y empalme adiciona! (U2AF) al 
punto d e corte 3. A continuación U2AF re¬ 
či uta a RNPsn U2 al punto de ramíficación. 
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Un ejemplo bien estudiado del procesamiento alternatíve especffico de teji- 
dos lo proporciona la determinadón del sexo en Drosophiia , donde el corte y 
empalme alternativo del mtsmo pre-ARNm determina si la rnosca es macho o 
hembra {Fíg. 6.49). El corte y empalme alternativo del pre-ARNm de un gen 
denominado transformador está controlado por una proteína (SXL) que sólo se 
expresa en ias moscas hembra. El pre-ARNm transformador posee tres exo- 
nes, pero u n segundo exón distinto entre ambos sexos, se íncorpora en el 
ARNm como resultado del uso de puntos de corte y empalme alternativos en 3\ 
En los machos, el exón 1 se une al punto de corte y empalme más 3\ que se 
selecciona mediante la unión del factor de corte y empalme U2AF a secuencias 
del exón 2. En Ias hembras, la proteína SCL se une a ešte punto del exón 2, 
bloqueando la unión de U2AF. En consecuencia, el punto de corte y empalme 
más 3' es ignorado en Ias hembras, y el exón 1 se une a un punto de corte y 
empalme 3 r alternativo que se encuentra más adelante, Las secuencias del 
exón 2 íncfuídas en el ARNm ŕrans/ormador contienen un codón de terminación 
de la traducción, de modo que no $e produce ninguna proteína. Ešte codón de 
terminación no está incluído en el ARNm femenino, de modo que Ias moscas 
hembra expresan la proteína transformadora funcional, que actúa como un re- 
guladorclave en la determinadón del sexo. 

El corte y empalme alternativo del transformador ilustra la acción de un re- 
presor (la proteína SXL) que funciona bloqueando la unión de un factor de corte 
y empalme (U2AF). En otros casos, el corte y empalme alternativo está contro¬ 
lado por activadores que reclutan factores de corte y empalme que actúan so- 
bre sítíos que de otro modo no serían reconocidos. Asi, existen múltiples meca- 
nismos que pueden regular el corte y empalme alternativo, y las varíaciones en 
el corte y empalme alternativo eonstituyen una gran contribución a la diversidad 
de las proteínas expresadas duraňte el desarrollo y la diferenciáciám 


Figúra 6.49 

Corte y empalme alternativo en la de- 
terminacíón sexual de Drosophiia 

El corte y empalme alternativo del ARNm 
transformador (tra) está regúl ad o por la 
proteína SXL, que sólo se expresa en fas 
moscas hembra. En los machos, el primer 
exón del ARNm tra se une a un punto de 
corte y empalme 3’ que da lugar a un se¬ 
gundo exón que contiene un codón de ter¬ 
minación para la traducción, de modo que 
no se expresa ninguna proteína tra. En las 
hembras, la unión de fa proteína SXL blo- 
quea la unión de U2AF a ešte punto de 
corte y empalme 3’, resultando en el uso 
de un sitio alternativo más adelante en el 
exón 2. Ešte punto de corte y empalme al¬ 
te r n ati vo en 3' se encuentra después del 
codón de terminación para la traducción, 
de modo que el ARNm expresado en las 
hembras diríge la síntesis de una proteína 
tra funcional. 


Correccióti del ARN 

La correcrón del ARN (o en inglés RNA editing) se define como los procesos 
de maduración {aparte del corte y empalme) que alteran las secuencias codlfi- 
cadorasde proteínas de algunos ARNm. Esta ínesperada forma de maduración 
de ARN fue deserita por primera vez en ARNm mitocondríales de tripanosomas, 
en los que se aňadían y elíminaban residuos de U en múltiples sitios a lo largo 
de la molécuia. Más recientemente, la corrección ha sido deserita en ARNm 
mitocondríales de otros organismos, ARNm cloroplásticos de plantas superio- 
res y ARNm nucleares de genes animales. 

La corrección de ARNms nucleares animales, asi como de ARN mitocon- 
driales y cloroplásticos de plantas superiores, impfica cambios de bases únicos 
como resultado de reacciones de modíficación de bases similares a las que 
oeurren en la maduración de ARNt. En células animales las reacciones de co- 
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Figúra 6. 50 

EdiCión del mRNA de la apolipoproteí- 

na B. En el hígado humano se traduce un 
ARNm no corregido, obteníéndose una 
proteína de 4.536 amirroácidos llamada 
Apo-BlOO. En el intestino humano, por el 
contrario, se corrige ešte ARNm mediante 
una modificación de bases que sustituye 
una C determinada por un U. Esta modifi- 
cación transforma el codón de glutamina 
(CCA) en un codón de terminadón (UAA), 
por lo que la síntesis proteínica se acorta 
dando lugar a la Apo-B48. con 2.152 ami- 
noácidos. 
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rrección incluyen la desaminación de citosína a uridina y de adenosina a inosi- 
na. Uno de los ejempfos mejor estudiados es la corrección del ARNm de la 
apolipoproteína B, que transporta lípidos en la sangre. En ešte caso, la correc- 
dón con específicídad tisular del ARN da lugar a la producción de dos formas 
distintas de apolipoproteína B (Fig. 6.47), La Apo-BIOO humana (4.536aminoäci- 
dos) se sintetiza en el hígado por medio de la traducción de! ARNm sin editar. Si n 
embargo, tras la traducción a nivel intestinai de un ARNm corregido en el que una 
C es transformada en una U por desaminación se odtiene una proteína más corta 
(Apo-B48, 2.152 aminoácidos}. Esta alteración cambia el codón para glutamina 
(CAA) por un codón de terminación de la traducción (UAA) en el ARNm corregí- 
do, llevando a la síntesis de una proteína Apo-B más corta. La corrección con 
específicídad tisular del ARNm de la Apo-B lleva a la expresión de proteínas dis¬ 
tintas desde un punto de vista estructural y funcional en el hígado e intestino. La 
Apo-BIOO producida por el hígado transporta fípidos en el torrente sanguíneo: la 
Apo-B48 intervíene en la absorcíón de lípidos de origen dietético en el intestino, 
La corrección del ARN por la deaminación de la adenosina en inopina es la 
forma más común de corrección nueleardel ARN en mamíferos. Ešte modo de 
corrección juega un papel importante en el sistema nervioso, donde la correc¬ 
ción de A-a-l resulta en cambios sencillos de aminoácido en los receptores para 
algunas moléculas senalizadorasen la superliciede las neuronas. La importan- 
cia de esta reacción de corrección ha sido claramente demostrada utilizando la 
recombinación homóloga para inacíivar el gen que codifica la enzäma responsa- 
ble de la corrección de A-a-l en ratones (véase Capítulo 3), Los ratones que 
carecen de esta enzima mueren a temprana edad tras sufrir repetidos ataques 
epilépticos como resuítado de la disfunción de receptores incorrectamente co- 
rregida. 

Degradáciou del ARN 

Los pasos de maduración analizados en fa sección previa resuftan en la forma- 
ción de ARNm maduros, que entonces son transportados al cŕtopfasma, donde 
funcionan dirigiendo la síntesis de proteínas. Sin embargo, la mayoría de ias 
secuencias transcritas en pre-ARNm son degradadas en el interior del núcleo. 
Más del 90% de las secuencias de los pre-ARNm son íntrones, que son degra- 
dados en el interior del núcleo después de su escisión por corte y empalme. 
Esto es llevado a cabo por una enzima que reconoce el enlace 2 -5' característi- 
co formado en el punto de ramíficación, además de por enzimas que reconocen 
extremos 3’ o 5 1 de las moléculas de ARN y catalizan la degradación de ARN en 
cualquier dtrección. Los extremos 5 fc y 3 ! de íos ARNm maduros están protegi- 
dos de esta maquinaria de degradación por la presencia de caperuzas y polia- 
denilación, respectivamente, mientras que los extremos no protegidos de los 
intrones son reconocidos y degradados. 
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Además de degradar intrones, las células poseen un sístema de control de 
calidad (denominado decaimiento de ARNm mediado sin sentido) que dŕrige 
la degradación de ARNm que carecen de marcos de leetura abiertos completos. 
Esto elimina moíéculas de ARNm defectuosas y previene la síntesis de proteí- 
nas anómalas truncadas, En levaduras, el decaímiento del ARNm mediado sin 
sentido tiene lugar en el citoplasma y se desencadena cuando un ribosonna se 
encuentra un codón de terminación prematura durante fa síntesis proteica. En 
los rmamíferos, sin embargo, at menos parte del decaimiento de ARNm mediado 
sin sentido tiene lugar en el interior del núcleo. El mecanismo por el que los 
codones de terminación son reconocidos en el interior del núcleo de las células 
de mamíferos no se conoce Ť aunque algunos estudios recientes sugieren que 
ribosomas en el interior del núcleo podrían estar implicados en el reconocimien- 
to e incluso en la traduccion nuclear de ARNm. 

Lo que podría considerarse como el aspecto final de la maduración de una 
molécula de ARN es su eventual degradación en el citoplasma. Puesto que el 
nive! intracelular de ARN está determinado por un equilibrio entre la síntesis y la 
degradación, la tasa de degradación de ARNs individuales es otro ntvel al que 
puede controlarse la expresión génica. Tanto los ARNs ribosómicos como los 
de transferencia son muy estables, y esta estabilidad es la principál responsa- 
b!e de los niveles elevados de estos ARNs (superior al 90% de todo el ARN) 
tanto en células procarióticas como eucarióticas. Por el contrano, los ARNm 
bacterianos se degradan rápídamente, poseyendo generalmente una vída mé¬ 
dia de tan sólo 2 a 3 mínutos, Esta rápida renovación de ARNm bacterianos 
permíte a la célula responder rápídamente a modificaciones en su entorno, 
como cambios en la disponibílídad de nutrientes requeridos para el crecímiento. 
En fas células eucarióticas, sin embargo, los distintos ARNm son degradados a 
distintas velocídades, proporcionando un parametra adícional para la regulación 
de la expresión génica eucariótica. 

La degradación citoplásmica de Ja mayoría de los ARNm eucariótícos está 
íniciada por un acortamiento de las colas de poli-A. A continuación se pradúce la 
eliminación de la caperuza en 5 y la degradación del ARN por parte de nuclea- 
sas que actúan sobre ambos extremos. La vída média de los ARNm en las 
células de mamífero varían desde 30 minutos hasia aproximadamente 20 ho- 
ras. Los ARNm inestables frecuentemente codifican proteínas reguladoras, in- 
cluyendo ciertos factores de transcripción, cuyos niveles en el interior celular 
varían rápídamente en respuesta a estŕmulos del ambiente. Estos ARNm a me- 
nudo contienen secuencias específicas ricas en AU cerca de sus extremos 3 , 
que parecen seňalizar una rápida degradación favoreciendo la deadenilación, 

También puede ser regulada la estabilidad de algunos ARNms en respuesta 
a seňales extracelulares. Un buen ejemplo es el del ARNm que codifica el re¬ 
ceptor de la transferhna —una proteína de la superficíe celular relacionada con 
la captación de hierro en células animales— La cantidad de receptor de la 
transferrína en la célula se controla en función de la dispontbílidad de hierro, en 
gran medida debido a la modulación de la estabilidad de su ARNm (Fíg. 6.51). 
En presencia de una cantidad sufícíente de hierro. e! ARNm del receptor de la 
transferrina es rápídamente degradado como resultado del corte producido por 


Figúra 6.51 

Regulación de la estabilidad del ARNm 
del receptor de transferrína. Los niveles 
del ARNm del receptor de la transferrina se 
regulan en función de la disponíbilidad de 
hierro, Si el aporte de hierro es suficiente, el 
ARNm se tíegrada rápídamente medlante un 
corte cerca del extremo 3 por una nucíeasa. 
Si existe carencia de hierro, se une una 
proteína reguladora (llamada proteína de 
unión al elemente de respuesta al hierro, o 
IRE BP) a una secuencia próxima a! ex- 
tremo 3 del ARNm (el elemento de res¬ 
puesta al hierro. o IRE) t lo que protege al 
ARNm del corte de la nucíeasa. 
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una nucleasa específica, en una secuencia cercana al extremo 3'. Si no existe 
un aporte adecuado de hierro, sin embargo, el ARNm es estabilizado, con lo 
que aumenta la sínlesis de receptor de la transferrina y la célula capta una 
mayor cantidad de hierro, Esta regulación está mediada por una proteína que 
se une a secuencias específicas (denominadas efementos de respuesta al hie¬ 
rro, o IRE) cerca dei extremo 3' de! ARNm del receptor de la transferrina y 
prctege del corte al ARNm. La unión de la proteína reguladora al IRE está con- 
trolada por los niveles de hierro dentro de la céiula: si escasea el hierro, la 
proteína se une al IRE y protege al ARNm de receptor de transferrina frente a la 
degradación. Cambios similares en la estabilidad de otros ARNm están relacio- 
nados con la regulación de la expresión génica por parte de ciertas hormonas, 
Por tanto, aunque la transcripción sigue siendo el nivel principál de control de la 
expresión génica, las variaciones en la velocidad de degradación del ARNm 
también desempeňan un papel importante en el control continuo de los niveles 
de los ARNm intracelulares. 


PALABRAS CLAVE 


AflfJ polimerasa, promotor, técnica del 
footprínting 


operón, operador, represor T elemente de 
control c j s-a c tu a ríte. factor 
transactuante 


RESUMEN 

TRANSCRIPCIÓN EN PROCARIOTAS 

ARN polimerasa y transcripción: La ARN polimerasa de E. coli consta de 
subunidades x, /f, jľ y a. La transcripción se inicia por la unión de a a las 
secuencias promotoras. Tras la síntesis de los primeros nueleótidos del 
ARN, el nucleo de la polimerasa se separa de a y viaja a lo largo del molde de 
ADN a medida que alarga la cadena de ARN. La transcripción continúa hasta 
que la polimerasa encuentra una seňal de terminación. 
fíepresores y control negativo de la transcripción: E! prototipo de regula¬ 
ción génica en bacterias es el operón lac , controlado por la unión de un re- 
presor a secuencias específicas del ADN cercanas al promotor. 

Controlpositivo de la transcripción: Algunos genes bacterianos son regu- 
lados mediante activadores transcripcionales en vez de represores. 


factor de transcripción, factor de 
transcripción generál, secuencia TATA, 
proteína de unión a TATA (TBP), factor 
asocíado a TBP (TAF), Mediador 


estimuladores, aíslador 


ARN POLIMERASAS EUCARIÓTICAS Y FACTORES 
DE TRASNCRIPCIÓN GENERALES 

ARN polimerasas eucarióticas: Las células eucarióticas contienen tres 
ARN polimerasas nucleares distintas, que transcríben genes que codifican 
mRNAs (polimerasa II), rRNAs (polimerasa I) y tRNAs (polimerasa lil). 

Factores de transcripción generales e inicíación de la transcripción por 
la ARN polimerasa ff: Las ARN polimerasas eucarióticas no se u n en direc- 
tamente a las secuencias promotoras; necesítan proteínas adicíonales (faC“ 
tores de transcripción generales) para iniciar la transcripción. Las secuen¬ 
cias promotoras de muchos genes para la polimerasa II son reconoeidas por 
la proteína de unión a TATA, lo que atrae a la ARN polimerasa y a factores 
de transcripción adicionales hacia el promotor. 

Transcripción por las ARN polimerasas I y Hl: Las ARN polimerasas I y II! 
también necesitan factores de transcripción adicionales para unirse a los 
promotores de los genes de ARNr y ARNt. 

REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN EN EUCARIOTAS 

Secuencias reguladoras de acción en cis; Promotores y estimulado¬ 
res: La transcripción de genes eucarióticos está controlada por proteínas 
que se unen a secuencias reguladoras, las cuales pueden estar localizadas 
varias kílobases corriente arriba desde e\ punto de inicío de la transcripción. 
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Los estímuladores contienen de forma característica sitíos de unión para 
múltiples proteínas que acfuan conjuntamente en la regulación de la expre- 
sión génica. 

Proteínas reguíadoras de ta transcripción: Se han aisfado muchos facto- 
res franscripcíonales eucarióticos gracias a su unión a secuencias específL 
cas de ADN. 

Estructura y función de fos activadores transcripcionates: Los activado- 
res transcripcionales son proteínas modulares que contienen dominios dife- 
rentes de unión al ADN y de activación. Los dominios de unión al ADN medián 
la asociación con secuencias reguíadoras espeeíficas; los dominios de acti- 
vación estimufan la transcrípcion interaccionando con proteínas Mediadoras 
y con factores de transcripción generales, además de con coactivadores que 
modifican la estructura cromatínica. 

Represores eucarióticos: La expresión génica en céiulas eucarióticas está 
regulada tanto por represores como por activadores, Algunos represores in- 
terfieren en la unión de activadores o factores de transcripción generales al 
ADN, Otros represores contienen dominios de represión que inhiben la 
transcripción interaccionando con factores de transcripción generales, actí- 
vadores transcripcionales, o correpresores que afectan a !a estructura cro- 
matínica. 

Reiación de la estructura de ta cromaťtna con ta transcripción: Ei empa- 
quetamiento del ADN en nucleosomas supone un impedímento para la trans¬ 
cripción en céiulas eucarióticas. La modificación de las histonas por acetila- 
cíón aumenta la accesibilidad del ADN nucleosómico por parte de los 
factores de transcripción, y esta modificación de la cromatina está íntima- 
mente relacionada con la regulación transcripcíonal. Las enzimas quecatali- 
zan la acetilación de histonas están asociadas a los activadores transcripcio¬ 
nales, mientras que las desacetilasas de histonas se relacionan con los 
represores. Las histonas también son modificadas por fosforilación y metila- 
ción, y las modificaciones específicas de las histonas afectan a la expresión 
géníca actuando como sitíos de unión para otras proteínas reguíadoras. 
Además, los factores remodeladores del nucleosoma facilitan la unión de 
factores de transcripción al ADN alterando la organización o estructuras de 
los nucleosomas. Asi, la ARN polimerasa es capaz de transcríbir a través de 
los nucleosomas rompiendo los contactos histona-ADN. La elongación 
transcripcional es facilítada por las proteínas cromosómicas no hlstónicas 
HMGN, y por los factores de elongación que reclutan histona acetiltransfera- 
sas además de actuar directamente rompiendo la estructura del nucleosoma. 

Regulación de ta transcripción por ARNs no codificantes: La transcrip¬ 
ción puede ser regulada por ARNs no codificantes, además de por las proteí¬ 
nas reguíadoras. La inactivación del cronnosoma X proporciona un ejemplo 
de regulación génica por ARN no codificante en mamíferos. 

Metitación del ADN: La metilacíón de los residuos de citosina puede snhibir 
ia transcripción de genes en vertebrados. La regulación de la expresión géní¬ 
ca mediante metilación desempeňa un importante papel en la impresión ge- 
nómica, que controla ia transcripción de algunos genes relacionados con el 
desarrollode mamíferos, 

MADURACIÓN Y RENOVACIÓN DEL ARN 

Maduración de los ARNs ribosómico y de transferencia: Los ARNs ribo- 
sómíco y de transferencia proceden del corte de un largo transcrito primario, 
tanto en céiulas procarióticas como eucarióticas. En los ARNr se aňaden 
grupos metilo f y se modifican varias bases en los ARNt. 


ensayo del cambio de movilidad 
electroforétíca, cromatografia de 
afinitiad al ADN 

activador transcripcional, dominio en 
dedos de cinc, receptor d e hormona 
es t er o idea, hélice-giro-hélice, dominio 
homeo, secuencia homeo. cremallera de 
leuctnas, hélíce-bucle-hélice, 
coactivador 


correpresor 


proteínas HMGN, acetilación de 
histonas, código de histonas, factor 
remodelador del nucleosoma, factor de 
elongación 


inactivación del cromosoma X 


impresión genómica 


pre-ARNr, pre-ARNt, ARNasa P T riboziffia 
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pre-ARNm, casquete o cap de 
7-metilguanosma, cola de poíí-A, 
poliadeniJacíón 


espliceosoma, pequeňo ARN nuelear 
(ARNsn), RNPan, autoempalme 


čarte y empalme alternatív o 


correceión de ARN 


decairniento de ARNm mediado s»n 
sentído. 


Maduración dei ARNm en eucariotas: Los pre-ARNm eucanóticos se mo- 
dííican con la adición de casquetes o cap de 7-metilguanosina y eolas 
de poli-A en 3\ además de la extracción de los intrones mediante corte y 
empalme. 

Mecanismos de corte y empalme: El corte de los pre-ARNm nucleares se 
lleva a cabo en grandes compfejos llamados espliceosomas, formados por 
proteínas y pequeňos ARNs nucleares (ARNAsn). Los ARNsn reconocen 
secuencias en los puntos de corte de los pre-ARNm y catafizan la escisióm 
Algunos ARN mitccondriales, cloroplástícos y bacterianos tienen la habilídad 
de ser autoempalmantes, ya que el proceso está catalizado por secuencias 
de los intrones. 

Corte y empatme alternatíva: Pueden unirse los exones en diferentes com- 
binaciones según sea el tipo de corte y empalmado, lo que supone un impor- 
tante mecanismo en eucariotas complejos para el control de la expresión 
génica específica de tejido. 

Correceión dei ARN: Algunos ARNm son modifieados mediante procesos 
que alteran sus secuencias de codificación de proteínas. La correceión de 
ARNm mitocondriales en algunos protozoos incluye fa adición y delección de 
residuos de U en múltipfes puntos de la molécula, Otras formas de edición 
dei ARN en células de plantas y mamíferos consisten en la modifícacíón de 
bases específicas. 

Degradación det ARN: Los intrones son degradados en e! interior dei n ú- 
deo y los ARNm anómalos que carecen de marcos de iectura abiertos eom- 
pletos son eliminados por decairniento dei ARNm mediado sin sentído. Los 
ARNm funcionales en las células eucarióticas son degradados a diferentes 
velocidades* proporcionando un mecanismo adicional de control de la expre¬ 
sión génica. En algunos casos, las tasas de degradación def ARNm están 
reguiadas por seňafes extracelulares. 


Preguntas 

1. ^Cómo induce la lactosa la expre¬ 
sión de proteínas necesarias para que E 
coli pueda internalizar y metabolizar la 
lactosa? 

2. La secuencia consenso dei elemente 
promotor -10 de E. coli e s TATAAT, Está 
comparando dos promotores -10 que tie¬ 
nen secuencias TATGAT yCATGAT res- 
pectivamente; ^Guál de ellos esperaría 
usted que se transeribiera con mayor efi- 
cacia? 

3. Está trabajando con dos cepas de E 
coli. Una de elfas contiene un gen de f'l- 
galactosJdasa salvaje y una mutadón ľ; 
fa otra contiene un gen de /Fgalactosi- 
dasa sensible a !a temperatura y una 
mutación o r , Después dei eruzamiento 
de ambas cepas, intenta conseguir la 
producción de /ŕ-galactosidasa a tempe- 
raturas permisivas y no permisivas en 
ausenciade lactosa, ^Qué esperaría en- 
contrar? 


4. ^Cómo muestra el footprínting dei 
ADN dónde se une una proteína a una 
secuencia específica de ADN? 

5. ^Qué papel juegan los factores sig¬ 
ma (<t) en la síntesis de ARN bacteriano? 

6. ^Gómo termina un ARNm de E coli? 

7. Las células eucarióticas poseen tres 
ARN polimerasas distintas. ^Qué ARNs 
transeribe cada una de ellas? 

8. Está comparando, para la transerip- 
ción basal in vitro , las necesidades de 
dos genes de polimerasa II, uno que con¬ 
tiene la secuencia TATA y el otro que tan 
sólo contiene una secuencia Inr. La 
t ran s e rí pci ó n co n e sto s p ro moto re s, i re- 
qutere la presencia de T BR o de TFIID? 

9. ^Cómo dífieren los estimuladores o 
enhancers de los promotores como las 
secuencias de regulación en cis en euca¬ 
riotas? 

10. Está estudíando el estimulador de 
un gen que normalmente sólo se expresa 


en neuronas. En los modelos en los que 
ešte estimulador está ligado a un gen re- 
portero existe expresión en células neuro- 
nales pero no en fibroblastos. Si embargo, 
si muta un elemento secuencial específico 
dentro dei estimulador, aparece la expre¬ 
sión tanto en células neuronales como en 
fibroblastos, ^Qué tipo de proteína regula- 
dora esperaría que se uniera a ese ele¬ 
mento estímuíador? 

11. Se encuentra un facto r de transerip- 
ción que activa la Iranscripcion mediante 
su unión con diferentes secuencias dol 
ADN en células museutares y hepáticas. 
^Cómo puede influir el mecanismo de 
corte y empalme alternatíve en la deter- 
minación de esta especificidad tisular o 
en la acetón activadora? 

12. ^Cuál es la funcŕón de los aislado- 
res? 

13. Explica el mecanismo de la inactí- 
vación dei cromosoma X en las mujeres. 
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LA TRANSCRIPCIÓN Y AL PROCESAMIENTO DEL ARN LES SIGUE LA TRADUCCIÓN, 

es decir, la síntesis de proteínas guiada por un molde de ARNm. Las 



i % proteínas son los mediadores activos en la mayoría de los procesos celu- 
lares, llevando a cabo las funciones determinadas por la información codificada 
en el ADN genómico. La síntesis de proteínas es la etapa final de la expresión 
génica, Sin embargo, la traducción del ARNm es sólo el primer peso en la cons- 
titución de una proteína funcional. La cadena polípeptídica se dobe plegar en 
una conformación tridimensional adecuada y, con frecuencia, ésta es procesa- 
da antes de dar lugar a la forma actíva. El procesamiento, espeeíal meňte en 
eucariotas T está muy relacionado con el transporte de las distintas proteínas a 
su destino final dentro de la céluia. 

Aunque la expresión de la mayoría de los genes se regula principalmente a 
nive! de la transcripción (véase Cap. 6), la expresión génica también se regula a 
nlvel de ta traducción, y ešte control es un elemente importante de la regulación 
génica tanto en céluías procariotas como eucariotas, Sin embargo, un mayor 
signiflcado tienen los mecanismos que controlan la aetivídad de las proteínas en 
la céluia, Una vez sintetizadas. la mayoría de las proteínas pueden ser regula- 
das, en respuesta a seňales extracelulares, ya sea por modifieadones covalen- 
tes o mediante asodación con otras motéculas en el interior de la céluia. Ade- 
más, el nivel de las proteínas en la céluia se regula a través de una degradación 
de proteínas diferenciál. En definitíva, estos sistemas de control de la cantidad y 
actividad de las proteinas intracelulares regulan todos los aspectos del compor- 
tamiento celular. 

Traducción del ARNm 

Las proteínas se sintetizan a partir de un molde de ARNm mediante un proceso 
aitamente conservado a lo largo de la evolución (tratado en el Cap, 3). Todos los 
ARNm se leen en direeción 5’-3\ y las cadenas polipeptídicasse sintetizan des- 
de el extremo amino terminál al carboxilo terminál. Cada aminoácido vlene codL 
fieado por tres bases (un codón) en el ARNm, de acuerdo con el carácter casi 
universal del código genético. El mecanísmo fundamental de la síntesis de pro¬ 
teínas es básicamente el mismo en todas las células: la traducción tiene lugar 
en los ribosomas, siendo los ARNs de transferencia los adaptadores entre el 
molde de ARNm y los aminoácidos íncorporados a la proteína. La síntesis de 
proteínas, por tanto, implica la interacción entre tres típos de moléculas de ARN 
(el molde de ARN mensajero, ARNt y ARN r) además de varias proteínas nece- 
sarias para la traducción. 
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Figúra 7.1 

Estruciura de los ARNt Se ilustra en 
un modelo abierto en forma de «hoja de 
tréboN (A) la estruciura del ARNt de la 
ferlifalanina de levadura, mostrando la 
complementariedad de pares de bases. 
Las bases nstrogenadas modificadas se 
indícan como mG, metifgLianosina; mC t 
metilcitosina: DHU, dihidrouridina; T, ri- 
botimidina; V, una purina modificada 
(normalmente adenosína); y ij/ t seudouri- 
dina La forma plegada de la molécula se 
representa en (B) y el modelo tridimen- 
síonal en (C), (C, cortesía de Dan Ri¬ 
chard son.) 



Sftio de unión 
d e! aminoáddo 


ARN de transferencia 

Durante la traducción, cada uno de los 20 aminoácidos debe ser aiineado con 
$u correspondiente codón del ARNm mofde, Todas las célulascontienen distin- 
tas moléculas de ARN de transferencia que sírven como adaptadores en ešte 
proceso. Como es de esperar, dada su función en la síntesís de proteínas, los 
disttntos ARNt presentan una estruciura similar. Si n embargo lambién poseen 
secuencias únicas que permiten la unión de un aminoácido concreto con su 
codón en el ARNm. 

Los ARN de transferencia tienen una longitud de aproximadamente 70-80 
nucleotídos, con una estruciura en forma de hoja de trébol que es debida a la 
complementariedad de bases entre distíntas regiones de la molécula (Fig. 7.1). 
Mediante técnicas de eristalograf ía de rayos X se ha visto que los distintos ARNt 
poseen un plegamiento similar, en forma de L, que es necesario para el correcto 
anclaje a los ríbosomas durante la traducción. Los ARNt para actuar como 
adaptadores necesitan dos regiones distintas y separadas en la molécula. To- 
dos los ARNt poseen una secuenda CCA en su extremo 3 1 al cual fos aminoáci- 
dos se unen covalentemente, en concreto a la ribosa de la adenosina terminál. 
La secuencia del ARNm es reconocida por el lazo antícodón, localizado en el 
otro extremo de la molécula de ARNt plegada, el cual se une al codón adecuado 
mediante complementariedad de bases. 

La incorporadón de los aminoácidos correctos en la proteína depende de la 
unión de cada uno de ellos a su ARNt, asi como de la especificidad del aparea- 
miento de bases entre codón y anticodón. La unión del aminoácido a su ARNt 
específico es mediado por u n grupo d e enzimas llamadas aminoacil ARNt sin- 
tetasas descubiertas por Paul Zamecnik y Mahion Hoagland en 1957. Cada 
una de esfas enzimas reconoce un unico aminoácido, y también al ARN (o 
ARNs) de transferencia al cual se debe unir ese aminoácido. La reacción ocurre 
en dos etapas (Fig. 7.2). Primero el aminoácido es activado mediante una reac¬ 
ción con ATP formándose un inlermediano aminoacil AMP, Ešte aminoácido 
activado se une posíeriormente al extremo 3 1 del ARNt. Las aminoacil ARNt 
sintetasas deben ser enzimas muy selectivas que reconozcan específicamente 
tanto fos aminoácidos indivíduales como la secuencia de bases específica en 
los ARNt aceptores. En algunos casos la alta fídeíidad del reconocimiento del 
aminoácido es debido en parte a una actívidad correctora o «!ectora de prue- 
bas^ n por la cual el aminoacil AMP incorrecto es hidrolizado antes de unir- 

(B) (C) 



Anticodón 
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Figúra 7.2 

Union del aminoácido al ÁRNt, En la primera reacción, e! aminoácido s e une al AMP y 
s© forma un intermediario aminoacif AMP. En la segunda reacción. se prodtice la transfe- 
rencia del aminoácido al extremo CCA 3 del ARN1 aceplor, liberándos© ©I AMP. Las dos 
reacciones son catalizadas por la aminoacif ARNt síntetasa 


se al ARNt en la segunda etapa de la reacción. El reconocimiento del ARNt 
correcto por la aminoacil ARNt síntetasa también es un proceso muy selectivo: 
la síntetasa reconoce secuencias de nucleótidos espectficas (en la mayor parte 
de los casos incíuye el antícodón) que identifícan como úníca a cada especie de 
ARNt 

Tras la unión al ARNt, el aminoácido se alinea en el ARNm molde por la 
complementariedad de bases entre el codón del ARNm y el anticodón dei ARNt. 
Ešte reconocimiento eodón-anticodón es m ucho menos estrícto que la comple¬ 
mentariedad A-U y G-C explicada en capítulos anteriores. El significado de ešte 
apareamiento de bases atípico entre el codón y el anticodón estä relacionado 
ccn fa redundancia del códígo genético. De los 64 codones posibles T 3 son co- 
dones de térmi nación de la traducción y los otros 61 codifican para los aminoá- 
cidos (véase Tabla 3.1), Esto significa que la mayoría de los amínoácídos son 
codificados por más de un codón. Esta redundancia se puede explicar, en parte, 
por la unión de varios aminoácidos a más de una especie de ARNt. E. coíi , por 
ejemplo, contiene aproxímadamente 40 ARNt diferentes que sirven como acep- 
tores de los 20 aminoácidos distintos, Además, algunos ARNt son capaces de 
reconoce r más de un codón en el ARNm, como resultado de un reconocimiento 
no estándar (denomínado «balanceo») entre el anticodón del ARNt y la tercera 
posición de algunos codones complementarios (Fig, 7.3). En esta posición hay 
un apareamiento de bases débil debido a la formación de pares de bases G-U y 
a fa sustitiición de la guanosina por inosina en los anticodones de muchos ARNt 
(véase Fig. 6,40). La inosina es una base nitrogenada que puede formar pareja 
con C, U o A en la tercera posición del codón, por ío cual si la inosina aparece en 
el anticodón permite que un único ARNt reconozca 3 codones diferentes en la 
secuencia del mensajero. 

Ribosoma 

Los ríbosomas son e! lugar donde se sintetizan las proteínas tanto en células 
procariotas como eucariotas. Se caracterizaron como partículas subcelulares 
mediante ultracentrifugación de células iisadas y normalmente se designan de 
acuerdo con su coeficiente de sedimentación: 708 para los ríbosomas procario¬ 
tas y 80S para los ríbosomas de células eucariotas, los cuaies son de mayor 
tamaňo. Tanto los ríbosomas procariotas como eucariotas están formados por 2 
subunidades distintas, compuesfas por proteínas y por ARNs ribosómícos. El 
hecho de que una célula contenga muchos ríbosomas refleja la importancia de 
ta síntesis de proteínas en el metabofismo celufar. E. coil por ejemplo, contiene 
aproximadamente 20.000 ríbosomas, ocupando cerca del 25% del peso seco 
de la célula, y tas células de mamíferos en continua división contienen aproxi¬ 
madamente 10 millones de ríbosomas. 

La estructura generál de los ríbosomas procariotas y eucariotas es similar, 
aunque difieren en algunos detalles (Fig, 7,4). La subunidad pequeňa del ribo¬ 
soma de E. coii (llamada 308) está formada por un ARNr 16S y 21 proteínas 
distíntas; la subunidad grande (SOS) está compuesta por dos ARNr, 23S y 5S, y 
34 proteínas. Cada ribosómica contiene una única copia de los ARNr y una 
única copia de cada proteína ribosómica, con una exeepción: una proteína de la 
subunidad SOS está presente en cuatro copias, Las subunidades de los riboso- 
mas eucariotas son de mayor tamaňo y contienen más proteínas que sus anáto- 
gos procariotas. La subunidad pequeňa (40S) del ribosoma eucaríota está com- 
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Figúra 7.3 

Apareamiento no estándar entre el co- 
dón y el anticodón. El apareamiento de 
bases en la tercera posición del codón es 
muy debil; se permite que G se u na a U, y 
que inosína (I) en el anticodón se u na a U, 
G o A. Se muestran dos ejemplos de apa¬ 
reamiento anortnal de bases, donde el fe- 
niialanil (Phe) ARNt reconoce los codones 
UUC o UUU y el alanit (Ala) ARNt recono¬ 
ce los codones GCU, GCC o GCA. 
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ARNs23S 
y 5S 

(34 p rote í n as) 


ARNr16S 
(21 p rote í na s) 



ARNr 288, 

5.8S y 5S 
(-45 p rote i n as) 


ARNrlBS 
(-30 proteínas) 


Figúra 7A 

Estructura ribosómica. (A) Los compo- 
nentes de los ribosomas procarióticos y 
eucarióticos. Los ribosomas intactos pro¬ 
carióticos y eucarióticos se denominan 
7OS y SOS, respectívamente, en base a su 
velocidad de sedimentación durante la uP 
tracentrifugación. Consisten en subunida- 
des mayores y menores, las cuales con- 
tienen proteínas ribosómicas y ARNr. (B- 
C) Estructuras cristalinas de rayos X de 
alta resolución de las subunidades ribosó¬ 
micas 30S (B) y 508 (C). (B. de BT. Wirn- 
berly; D. E. Brodersen, W.M, Clemons, R. 
J. Morgan-Warren, A. P. Carter, C Von- 
rrheín, T. Hartrsch y V. Ramakhshnan, 
2000 Náture 407: 327. C, de N, Ban, P. 
Níssen, J. Hansen. P. B. Moore y T A. 
Steitz, 2000. Science 2B9: 905.) 



puesta por ARNr IBS y unas 30 proteínas, la subunidad grande (60S) contiene 
los ARNr 28S, 5 Ť 8S y 5S además de 45 proteínas. Debido a su gran tamaňo y 
complejidad, el análisis estructural de alta resolución de los ribosomas median- 
te cristalografía de rayos X no se consiguió hasta el ano 2000, cuando se des- 
cribíeron por primera vez la estructura de las subunidades 50S y 30S. Como se 
describe más adelante, comprender la estructura de los ribosomas a nivel aió~ 
míco ha tenido un gran impacto sobre nuestra comprensión de la función hbosó- 
mica 

Una característica ímportante de los ribosomas es que se pueden crear in vitro 
por autoensambfaje de sus ARNr y proteínas. Como describió Masayasu Nomura 
en 1968 por primera vez, Jas proteínas ribosómicas purificadas y los ARNr pueden 
mezclarse y Ť en condiciones adecuadas, formar un ribosoma funcional. Aunque el 
ensambtaje de los ribosomas in vivo (particularmente en las céluías eucariotas) es 
considerablemente más complejo, la capacidad de los ribosomas de auto-ensam- 
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Figúra 7.5 

Eslructura del ARNr 16S. El aparea- 
miento de los pares de bases ccmplemen- 
tarios da iugar a una estructura secunda- 
na caracterištica. (De M. M. Yusupov, G 
Z. Yusupova, A. Baucom, K. Liebermam 
T. N. H Earnest, J. H. D. Gate and H. F, 
Noller. 2001. Science 292: 883.) 



biarse in vitro propordona una valiosa herramienta experimental, permitiendo el 
análisis de las funciones de las proteínas y de los ARN nbosómicos. 

Al igual que los ARNt. los ARNr forman estructuras secundarias earacterísli- 
cas debído a la complementariedad de bases (Fíg. 7.5). Los ARNr asodados a 
las proteínas ribosómicas se plíegan en un nive! conformacional superior for- 
mando estructuras tridimensionales. Inicialmente se pensaba que los ARNr te- 
nían un papel exclusivamente estructural, siendo un andamio sobre el que se 
ensamblaban las proteínas ribosómicas, Sin embargo, con el descubrimiento 
de la actividad catalitica de otras moíéculas de ARN (p. ej. t ARNasa P y el corte 
y empalme de los intrones, expltcado en el Cap. 6) n la posíble actividad catalitica 
del ARNr está mucho más acepíada. De acuerdo con esta hipótesis se ba visto 
que los ARNr son absolutamente necesarios para el ensamblaje in vitro de los 
ribosomas funcionales. Por otro !ado ŕ la faita de proteínas ribosómicas provoca 
un descenso, pero no una pérdida completa, de actividad ribosomica. 

La evidencia de la actividad catalitica del ARNr se obtuvo con los experi- 
mentos de Harry Noller y sus colaboradores en 1992. Estos invesfigadores de- 




C a p í t u I o 7 * Síntesis de proteínas, procesamiento y regulación • 287 



Figúra 7.6 

Estructura de la subunidad ribosómica 50$. Un 

modelo de alta resolucíón de la subunidad ribosómi- 
ca SOS con tres molácufas de ARNt adheridas a los 
dominios A, P T y E del ribosoma (véase Fig. 7.12). 
Las proteínas ribosómicas se muestran en rosa y ei 
ARNr en azul. (De P, Nissan, J. Hansen, N. Ban 7 P. 
B Moore y T. A. Steitz. 2000, Science 289: 920.) 


mostraron que la subunidad grande del ribosoma es capaz de catalizar la for¬ 
máciou de enlaces peptídicos (la reacción de la peptidil transferasa) incluso tras 
la extracción de, aproximadamente, el 95% de las proteínas del ribosoma me- 
díante técnicas estandarizadas de extracción de proteínas. Por otro [ado, vieron 
que tratando ef ribosoma con ARNasa no se formaba ei eníace peptídico, lo que 
reforzaba ia hipótesís de que la formación del enlace peptídico es una reacción 
catalizada por el ARN. Sin embargo, afgunas proteínas ribosómicas no podían 
etiminarse bajo condiciones que dejasen a! ARN nbosómico íntacto, de modo 
que el papeJ de las proteínas ribosónnícas como catalizadores de la formación 
del enlace peptídico no pódia descartarse por completo. 

Evidencia de que ia síntesis proteica está catalizada por el ARNr se obtuvo 
con el primer anälísis estructuraí de alta resolucíón de la subunidad 50S. que fue 
descrito por Peter Moore, Thomas Settz y sus colaboradores en el aňo 2000 
(Fig. 7.6), Esta visión a nive! atómico de la estructura del ribosoma reveló que 
las proteínas ribosómicas estaban notablemente ausentes del sitio en el que se 
producía la reacción peptidil transferasa, poniendo de manifiesto que ei ARNr 
era el responsable de catalizar la formación del enlace peptídico. El análisis 
estructural también sugería que los residuos de ARNr en su centro activo po¬ 
dían catalizar la formación del enlace peptídico mediante reacciones de transfe- 
rencia de protones, lo que resulta semejante a la reversión de la hidrólisis de 
enlaces peptídicos por parte de serín proteasas (véase Fig. 2,26), Aunque se 
necesitan más estudios para determinar si el mecanismo propuesto es correcto, 
se ha establecido firmemente que la reacción fundamental de la síntesis proteí- 
ca es catalizada por el ARN ribosómico. En lugar de ser los principales constitu- 
yentes catalíticos de los ríbosomas, actualmente se cree que las proteínas ribo¬ 
sómicas juegan un pape! príncípalmente estructural 

El pape! catalitico del ARNr en la formación del enlace peptídico tiene impor- 
tantes implicaciones en la evoíución. Se cree que los ARNs fueron las prlmeras 
macromoléculascon capacidad de autorreplicación {véase Cap. 1); ésto se fun- 
damenta en el hecho de que las nbozimas, como la ARNasa P y los intrones 
que particípan en su propio proceso de corte y empalme, catalizan reacciones 
en las que particípan sustratos tipe ARN. El papel del ARNr en la formación del 
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Experimento clave 


PapeI catalítico del ARN ribosómico 


Resistencia anormaJ de la pepiidil transferasa a ios procedimientos 
de extracción de proteínas 

Harre F. Noller, Vernita Hoffarth y Ludwika Zimnlak 

Universidad de California, Santa Cruz 
Science, Votumen 256, 1992: págs 1416-1419 


Contexto 

El papel de los ribosomas en la 
síntesis de proteínas se descubrió 
en fa década de los 60, Du raňte 
ešte período, los ribosomas se 
caracterizaron como partículas 
formadas por proteínas y ARNs y 
también se consiguió ensamblar 
ribosomas funcionales a partir de 
sus componentes purificados. En 
estos aňos también se 
consideraba que la formadón del 
enlace peptídico {reacción peptidil 
transferasa) era llevada a cabo por 
tas proteínas ribosómicas mientras 
que los ARNr tenían una función 
secundaria, participando en la 
estructura del rlbosoma. A1 
príncipio de la década de los 70, 
sin embargo, la evidencia empezó 
a sugerir que los ARNr podrŕan 
tener un papel mucho más activo 
en la síntesis de proteínas. Por 
ejemplo, se descubrió que muchas 
proteínas ribosómicas no tenían un 
papel esencial en la función del 
rlbosoma. Por otro lado, la 
demostración de la existencia de 
algunas secuencias en el ARNr 
aitamente conservadas en la 
evolucíón sugirió que estas 
moléculas de ARNr podrían tener 
un papel crítico, 

Fue al príncipio de los 8G t con 
los experimentos de Tom Cech 
realizados an ribozimas de 
Tetrahymena y los de Sidney 
Aitman utílizando la ARNasa P, 
cuando se confirmó la actividad 
catalítica de ías moléculas de 
ARN. Estos deseubrimientos 


fueron el precedenie para la 
hipótesis de que el ARNr está 
directamente implicado en la 
formadón del enlace peptídico. 

Las conclusiones a Jas que 
llegaron Harry Noller y sus 
coíaboradores, en 1992, en favor 
de ešte papel activo del ARNr se 
exponen en ešte artículo. 

Experimentos 

Para estudiar la actividad catalítica 
de los ARNr, Noller y sus 
colaboradores usaron un modelo 
de reacción simplificado para 
comprobar fa actividad peptidil 
transferasa. Esta reacción mide la 
transferencia de moléculas de 
/V-formilmetionina marcadas con 
isótopos radiactivos desde un 
fragmente de ARNt al grupo amino 
de la puromicina, un antibiótico 
que se asemeja a un aminoadl 
ARNt y puede formar enlaces 
peptídicos con cadenas peptídicas 
en crecimiento. La ventaja de ešte 
modelo de reacción peptidil 
transferasa es que puede llevarse 
a cabo por la subunidad 
ribosómFca 50S aislada, mientras 
que no se requiere la presencia de 
la subunidad pequeňa, ni de otros 
factores de proteínas ni de ARNm. 

Los investigadores probaron el 
papel del ARNr ensayando la 
actividad peptidil transferasa de la 
subunidad SOS, de la cual se 
eliminó el componente de proteínas 
por procedimientos estandarizados 
de extracción de proteínas. Un 
aspecto importante de estos 


experimentos fue el uso de nbosomas 
aislados de la bacteria Thermus 
aquaticus . Debido a que ešte 
microorganismo es capaz de vívir a 
altas temperaturas, la estructura de su 
ARNr es signifícativamente más estable 
que el ARNr de E. coii\ El resultado que 
se obtuvo fue que la actividad peptidil 
transferasa de los ribosomas de T. 
aquaticus era completamente resistente 
a métodos de extraceíón drästicos, 
utílizando detergentes, proteasas o 
fenol (véase figúra). Más notable fue el 
mantenimiento total de la actividad 
peptidil transferasa íncluso tras una 
segunda extracción que eliminó el 95% 
del componente de proteínas. En 
contraste, se vio que la peptídii 
transferasa era aitamente sensibfe a 
tratamlentos suaves con ARNasa. 
Aunque estos experimentos no pueden 
exeluir un posible papel de las proteínas 
remanentes que no se han eliminado 
por los procedimientos de extracción 
utilizados, se constató la participacíón 
directa dei ARNr 23S en la reacción 
peptidil transferasa. 


f-Met-puro 


Extracción 
de praté ŕna$ r ' 
ARNasa 


La reacción peptidil transferasa s e ensaya me- 
dianie la formadón de Mformilmetionina-puro- 
micina radlactiva (f-Met-puro), detectada mé¬ 
dia nie eleetroforesis y poslano r autorradiografía. 
Los ribosomas de T. aquaticus son sometidos a 
técnicas d e extracción de proteínas o íratamfen- 
ío con ARNasa, como se indica en la fotografia. 


enlace peptídico amplía la actividad catalítica del ARN, desde su capacidad de 
auto-replicacíón hasta una participacičn directa en la síntesis de proteínas. Es- 
tudios adicionales demuestran que el ARNr de Tetrahymena puede catalizar la 
unión de los aminoácidos al ARN, lo que da crédito a la posibilidad de que las 
aminoacil ARNt sintetasas primigenias estuvieran formadas por ARN y no por 
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PapeI čata fit ico del ARN ribosómico ( continuación) 


Impacto 

Los resultados de los experimentos 
de Noller han sído confirmados y 
amplíados por los estudios de 
Kimitsuna Watanaba y sus 
coiaboradores {Nitta et aL. Science 
281:666-669, 1998) demostrando 
que fragmentos de ARN ribosómico 
23S, en ausencía total de proteínas 
ribosómicas, pueden catalizar la 
formación del enlace peptídico* 
Estos resultados no dejaron 
ninguna duda de la activídad 
catalítica del ARN en esta reacción, 
demostrando que la reacción 
principál de la sintesis de proteínas 
está catalizada por el ARN 
ribosómico. Estos descubnmientos 
no sólo han tenido un notable 
impacto en el conoctmiento de la 


funcíón de los ribosomas síno que 
también han confirmado la ya 
descrita activídad catalítica de las 
moléculas de ARN y han 
proporcionado nuevos datos a la 
hipótesis que defiende el origen 
de la vida en un mundo poblado 
de moléculas de ARN con 
capacidad de autorreplicadón. 
Esta hipótesis se basó en la 
capacidad de las moléculas de 
ARN de catalizar aquellas 
reacciones necesarias para su 
propia replicación, Ešte 
descubrimiento de la actividad 
catalítica del ARN en la sintesis 
de proteínas ha proporcionado un 
claro nexo entre el mundo de las 
moléculas de ARN y el f!ujo de la 
información genética en los 



Harry F. Noller 


organismos celulares actuaíes, 
siendo el ARN r el que lleva a cabo 
la reacción dave en la formación 
del enlace peptídico. 


proteínas. La capacidad de las moléculas de ARN para catalizar las reacciones 
necesarias para la sintesis de proteínas además de su autoreplicación puede 
ser un paso clave para entender la evoludón de las células. 

Organizáciou de los ARN m mensajeros e inicio de la traducción 

Aunque los mecanismos de la sintesis de proteínas en células procariotas y 
eucariotas son similares, hay algunas diferencias, en partícular en las seňales 
que determinan el sítio del ARNrn moíde a partir del que se debe iniciar la sínte- 
sis de una cadena poíipeptídica (Fig. 7.7). La traducción no empieza simple- 
mente en el extremo 5' del ARNm, sino que tiene lugar en un sitio de iníciación 
específico. La región 5' terminál de los ARNm de procariotas y eucariotas son 
secuencias no codificadoras, conocidas como regiones 5’ no codificantes. Los 
ARNm de eucariotas normalmente codifican una única cadena polipeptídica, 
mientras que la mayoría de los ARNm de procariotas codifican múltiples polí- 


ARNm procariota 


Múltiples sitios de inicio de la traducción 

UTR I Proteina t I Proteina 2 \ Proteina 3 UTR 



ARNm eucariota 


5 r 


UTR 

rrr ľ G I 


Único sitio de inicio de la traducción 

\ Proteina 1 UTR 
■mmmmmmm ■ aaaa ([1) 

i 



3 1 


Figúra 7 J 

ARNm mensajeros procariotas y eucariotas. Tanto los ARNm proca- 

ríolas como eucariotas contienen en su extremo 5' y 3' regiones que no 
se traducen (UTRs). Los ARNm eucariotas también contienen una cap 
(caperuza) de 7-metilguanosina (m 7 G) en el extremo 5\ y en el extremo 3 1 
la cola poli-A. Los ARNm procariotas normalmente son policistrónicos: 
óstos codifican múltiples proteínas, que se traducen desde sitios de tni- 
ciación independíentes. Los ARNm eucariotas son, generalmente, mono- 
dstrónioos y codifican sólo una proteina 
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Figúra 7.8 

Seňales de inicio de la traducción. El 

lugar de iniciación en los ARNm de práca- 
riotas es una secuencia llamada secuen- 
cia Shine-Delgarno que precede al codón 
de iniciación AUG. La complementariedad 
de bases entre la secuencia Shine-Del¬ 
garno y la secuencia del ARNr 16S cerca 
del extremo 3’ alínea el ARNm con el ribo- 
soma. En las células eucariotas el ARNm 
se une a la subunidad 40S del ribosoma 
por la caperuza de 7-metilguanosina en ef 
extremo 5\ Entonces el ribosoma se des- 
plaza por el ARNm hasta encontrar un co¬ 
dón de iniciación AUG. 


Secuencia Shine Delgarno 


r___ t 


t ~l: 


mmm 

r—-— 


ARNr 16S 3' 


ARNm eucaríota 



péptidos, sintetizados de manera índependiente desde distintos sitŕos de inicia- 
ción, Por ejemplo T el operón lac de E. cofi está formado por 3 genes traducidos a 
partir de un único ARNm (véase Fíg. 6.9). Los ARNs mensajeros que codifican 
varios polipéptidos se llaman policistrónicos, mientras que son monocistró- 
nicos los ARNs mensajeros que codifican un único polipéptido. Finalmente, 
tanto los ARNm de procariotas como eucariotas termínan en regiones 3’ no 
codificantes. 

Tanto en células eucariotas como procariotas, la traduccíón síempre co- 
mienza con el aminoácido metionina, normalmente codificado por el triplete 
AUG. En algunas bacterias existen codones de iniciación alternativos, como 
GUG, pero cuando esto ocurre al principio de una cadena polipeptídica, estos 
codones incorporan metionina en lugar del aminoácido que codifican normal¬ 
mente (GUG generaľmente codifica para valina). En la mayoríade las bacterias, 
la sintesis de proteŕnas se ínicia con un residuo de metionina modificado (N- 
formilmetíonina), mientras que la metionina sin modificar ínicia la síntesis en 
eucari otas (con excepción de las mítocondrias y cloroplastos, orgánu los cuyos 
ribosómicas tienen muchas semejanzas con los ribosómicas de bacterias). 

Las seňales que ídentifican el codón de iniciación son distintas en células 
procariotas y eucariotas, debido a las diferendas que existen entre los ARNm 
policistrónicos y monocistrónícos (Fig, 7.8), Los codones de iniciación en los 
ARNm bacterianos son precedidos por una secuencia específica {llamada se¬ 
cuencia Shine-Delgarno, en honor a sus descubridores) compíementaria de 
una secuencia del ARNr 16S cerca del extremo 3, que aproxima el ARNm al 
ribosoma para que tenga lugar la traducción. Ešte apareamiento de bases com- 
plementarias permite a los ribosómicas de bacterias iniciar la traducción no sólo 
en el extremo 5' del ARNm, sino también en sitios de inicio dentro de los mensa¬ 
jeros policistrónicos. A diferencia de procariotas, en células eucariotas los ribo¬ 
sómicas se unen al ARNm mediante el reconocimiento de la 7-metílguanosina 
en el extremo 5 r cap (véase Fig. 6.41). De esta forma los ribosómicas se despla- 
zan por la secuencia del mensajero hasta encontrar un codón de iniciación 
AUG, Las secuencias que flanquean a los tripletes AUG influyen en la eficacia 
de la iniciación; asi en muchos casos el primer AUG en el ARNm no es recono- 
cido y la traducción comienza en otro triplete AUG más alejado del extremo 5'. 
Sin embargo, los ARNm eucariotas no tienen secuencias equívalentes a la se¬ 
cuencia Shine-Delgarno de los ARNm procariotas. La traducción de aquellos se 
inicäa en un sitio determinado por el desplazamiento del ribosómica a partir del 
extremo 5', io que concuerda con el carácter monocistrónico del mensaje que 
codifica un único polipéptido. 
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E! ribosoma se une a! ARNm La cadena poiipoplídica crece al anadírle Cuando se encuentra un 

en un codón de ínicio sucesivos aminoacidos codón de lerminación, el 

polipéptido se líbera y 
el ribosoma se disoeia 

Figúra 7.9 

Esquema de la traducción. 


Mectmismo de la traducción 

La traducción generalmente se divide en 3 etapas; iniciación, elongación y ter- 
minación (Fig. 7,9). La cadena polipeptidica crece al aňadirle sucesivos ami- 
noácidos. Cuando se encuentra un codón de terminación, el polipéptído se Ube¬ 
rá y el ribosómica se disoeia. Tanto en procariotas como eucanctas lo primero 
que oeurre en la etapa de iniciación es la uníón de un metionil ARNt iniciador y 
de la cadena de ARNm a la subunidad pequeňa del ribosómica. La subunidad 
grande se unirä posteriormente al complejo, formando un ribosómica funcional 
que perrníte el crecimiento de la cadena polípeptídica Un gran numero de pro- 
teínas accesorias no ribosómicas son necesarias para las distintas etapas del 
procesode traducción (Tabla 7.1). 

El prime r paso de la traducción en bacterias es la unión de tres factores de 
iniciación (IF-1, IF-2 e IF-3) a la subunidad nbosómica 30S (Fig. 7.10). El 
ARNm y el N-formilmetionil ARNt iniciador se unen posteriormente al complejo, 
siendo el factor IF-2 {el cual une GTP) el que específicamente reconoce al ARNt 
iniciador. Entonces IF-3 se libera permitiendo que la subunidad ribosómica SOS 
se asocie al complejo. Esta asodación provoca la hidrólisis de GTP unido a 
IF-2. lo que permite la salida de los factores IF-1 e IF-2 (ahora unido a GDP). El 
resultado es la formáciou de un complejo de iniciación 70S (compuesto por 
ARNm y ARNt iniciador unidos al ribosoma) preparado para catalizar la forma- 
ción de un enlace peptídico durante ía etapa de elongación de la traducción. 

La etapa de iniciación de la síntesis de proteínas en eucariotas es un proce¬ 
se mucho más complejo y requiere al menos 10 proteínas distintas (cada una 
de lascuales está formada por múftiplescadenas polipeptídicas), llamadaselFs 
(factores de iniciación eucarióticos, véase Tabla 7,1). Los factores elF-1, elF-1A f 
elF-3 y elF-5 se unen a la subunidad ribosómica 4QS, y elF-2 (en un complejo 


TABLA 7.1 . Factores de traducción 

Función Procariotas Eucariotas 


Iniciación 


IF-1, IF-2 r IF-3 


alF-1. elF-iA, elF-2. elF-2B. 
elF-3. elF-4A, eiF-4B, 
e!F-4E t ©ÍF-4G, elF-5 

eEF-1a, eEF-l/fy, eEF-2 
©RF-1, eRF-3 


Elongación 

Terminación 


EF-Tu, EF-Ts, EF-G 
RF-1, RF-2, RF-3 
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Medicína molecular 


Antibióticos y síntesis de proteínas 


La enfermedad 

Las bacterias son responsables de 
una gran variedad de infeeciones 
potencialmente letales, incluyendo 
la tuberculosis, neumonía 
bacteriana meningítis infanti!, 
infeeciones de herídas y 
quemaduras, sífilis y gonorrea, Con 
anteriorídad a 1940, íos clínicos no 
contaban con tratamientos efectivos 
para ešte tipo de infeeciones. En 
esa época, se pusieron a 
disposición Jos prlmeros antibióticos 
para uso clínico. Las infeeciones 
que en un principio eran ŕntratables 
se hicieron curables, y el aumento 
significatívo de la esperanza de vida 
se atribuyó a la introducción de los 
antibióticos en la práctica médica. 
Más de un centenar de antibióticos 
distintos están actualmente en uso 
como trafamíento efectivo para las 
infeeciones bacterianas. 

Bases moleculares 
y celulares 

Para ser dínicamente efectivo, un 
antibiótíco debe matar o al menos 
inhibír el crecimiento bacteriano $ín 


causar toxicidad en el organismo 
humano. Asi, la mayoría de los 
antibióticos utílizados en la clínica 
diáriá, están dirígídos contra 
estructuras moleculares presentes 
en bacterias pero no en las células 
humanas. La penidlina, por 
ejemplo, inhibe la síntesis de la 
pared celular bacteriana (véase 
Cap. 12), Sin embargo, muchos 
otros antibióticos comúnmente 
usados, inhiben diferentes etapas 
de la síntesis de proteínas (véase 
tabla). Algunos de estos 
antibióticos —incluyendo la 
estreptomicina, tetraciciina, 
cloramfenicol y eritromicina— son 
específicos de ribosomas 
procaríotas y por tanto efectivos 
como agentes para el tratamfento 
antibacteriano. Otros antibióticos 
inhibidores de la síntesis de 
proteínas actúan contra procaríotas 
y eucariotas (p. ej., puromicina) o 
contra eucariotas solamente (p, ej., 
eicloheximida). Aunque estos 
antibióticos obvíamente no se usan 
dínicamente, sí han servido 
como importantes herramientas de 
experimente c ión para estudios d e 


Antibióticos inhibidores de la síntesis de proteínas 


Antibiótico 

CéluJa díana 

Efecto 

Estreptomicina 

Procariota 

Inhibe ía iniciación y provoca un error de 
lectura 

Tetraciciina 

Procariota 

Inhibe Ja unŕón de los aminoaciJ ARNt 

Cloramtenicol 

Procariota 

Inhibe la actividad peptidií transferasa 

Eritromicina 

Procariota 

Inhibe la transJocacíón 

Puromicina 

Procariota y 
eu cári ota 

Causa terminación prematura de la 
síntesis de proteínas 

Cicloheximida 

Eucariota 

Inhibe la actividad peptidil transferasa 


la síntesis de proteínas tanto en 
células procaríotas como 
eucariotas. 

Prevención y tratamiento 

El uso de los antibióticos ha tenido 
una repereusión muy importante en 
la medicína moderna por la 
capacidad de los clínicos para eurar 
infeeciones bacterianas que 
amenazan la vida. Sin embargo, 
desafortunadamente las 
mutaciones permiten el desarrollo 
de cepas bacterianas resistentes a 
los antibióticos. Muchas cepas 
bacterianas son en la actualidad 
resistentes a uno o más antibióticos, 
por tanto los clínicos en ocasiones 
deben ensayar distintas íerapias 
antes de encontrar el antimicrobiano 
efectivo. Además, el desarrollo y 
multiplicación de las cepas 
bacterianas resistentes ha hecho 
que algunos antibióticos queden 
obsoletos. U n terna más 
preocupante es la aparición de 
bacterias resistentes a múltiples 
antibióticos, y algunas de estas 
cepas, que con frecuencia se aíslan 
en el ámbito hospitalario, son 
resistentes a casi todos los 
antibióticos conocidos. Con esto 
aumenta el espectro de infeeciones 
no tratables debido a la 
multiplicación de las bacterias 
resistentes a los antibióticos —una 
situación que nos dírige de nuevo a 
la era pre-antibiótica de las 
enfermedades infecciosas—, El 
control de estas bacterias 
resistentes ya sea mediante el uso 
adecuado de los antibióticos 
disponibles o por el desarrollo de 
nuevos antimicrobianos, es u n terna 
de gran importancia en la práctica 
médica actual. 


con GIF} se asociacon el metionil ARNt iniciador (Fíg. 7.11). El ARNm es reco- 
nocido y dírigido hacia el ribosoma por los factores elF-4, Ef cap del extremo 
5 f del ARNm es reconocido por el elF-4E. Otro factor, el elF-4G, se u ne al factor 
elF~4E y a una proteína asociada a ía cola poli-A en e! extremo 3’ de! ARNm 
(proteína de unión a pol i-A o PABP). Por tanto los factores de iníciaeión eucarío- 
tas reconocen tanto el extremo 5 1 como 3 del ARNm, siendo responsables del 
efecto estimulador de la poliadenilación en la traducción. Los factores de inicia- 
ción elF-4E y elF~4G en asociación con elF-4A y elF-4B dirígen e! ARNm hacia 
la subunidad ríbosómica 40S, mediante ínteracción entre los factores elF-4G y 
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Figúra 7.10 

Iniciación de la traducción en bacterias. Tresfactores de 
iniciación <IF-1, IF-2 e IF-3) se unen primero a la subunidad 
ribosómica 30S. Esta etapa es seguida por la unión del 
ARNm y el AMorrriflrnetionil ARNt iniciador (IMet), que es re- 
conocido por !F-2 unído a GTP. El factor IF-3 se libera, 
uniéndose la subunidad 50S ai complejo. Esto pernnite la hi- 
drolisis del GTP unido, seguido por la liberación de IF-1 e 
IF-2 unído a GDP. 



elF-3. La subunidad ribosómica 40S unida al metionil ARNt y a los elFs che- 
quea el ARNm hasta identificar un codón de iniciación AUG Cuando el codón 
AUG es reconocido, elF-5 provoca la hidrólísis del GTP unidoa elF-2. Losfacto- 
res de iniciación (íncluyendo elF~2 unido a GDP) son liberados, y la subunidad 
60S se une a la subunidad 40S para formar el complejo de iniciación 80S de las 
células eucariotas. 

Tras Ja formación del complejo de iniciación, la traducción continúa con la 
elongación de la cadena polipeptídica. El mecanísmo de la eiongación en celu- 
las procariotas y eucariotas es muy similar (Fíg, 7.12). El ribosoma tiene tres 
sitíos para la unión del ARNt, denomtnados lugar P (pepíidil), A (aminoacil) y E 
(liberación), El metionil ARNt iniciador se une al sitio P. La primera etapa de la 
elongación es la unión del siguiente aminoacil ARNt al sitio A medíante empare- 
jamiento con el segundo codón del mensajero. El aminoacil ARNt es guiado 
hacia el ribosoma por un factor de etongación (EF-Tu en procariotas y eEF-1 2 
en eucariotas), unido a GTP. La selección del aminoacil ARNt para su incorpo- 
ración en la cadena polipeptídica creciente es un paso crítico que determina la 
precisión de la síntesis proteica. A pesar de que esta selección se basa en la 
complementariedad de bases entre el codón del ARNm y el aníieodón en ef 
ARNt, el apareamiento de las bases no es suliciente para responsabitizarse de 
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Figúra 7 * 11 

tniciación de la traducción en célufas 
eucariotas. Los factores de iniciación 
elF-3 t elF-1 y elF-1 A se unen a la subuní- 
dad ribosómiea 40S, El metionil ARNt ini- 
cíador es Itevado a! ribosoma por elF-2 
(formando un complejo con GIF), y el 
ARNm por elF-4 {el cual se une a.l cap del 
extremo 5 ) t elF-4G (unido a elF-4E en el 
cap del extremo 5 1 y a PABP en la cola 
poli-A en el extremo 3'), elF-4A y e!F-4B. 
El ribosoma ahora chequea el ARINtm para 
identificar el primer codón de iniciación 
AU G. Ešte reconocimiento requiere ener¬ 
gia que es proporcionada por la hidrólisís 
de ATP. Cuando el codón AUG de iniciá¬ 
ciou es reconoddo, elF-5 provoca la hi- 
drólisis de GTP unido a eíF-2, seguido de 
la liberación de elF-2 {unido a GDP) y 
otros factores de iniciación Ahora la su¬ 
bunidad 60S del ribosoma forma un com- 
plejo con la subunidad 40S. 



la precisión de la síntesis de proteínas, que posee una tasa de error infenor a 
10' 3 . Esta precisión la proporciona un «centro descodificador» en la subunidad 
pequeňa del ribosoma, que reconoce los pares de bases codón-anticodón co- 
rrectos y discímina los errores. La inserción de un aminoacií ARNt correcto en el 
dominio A da lugar a un cambío eonformacional que induce la hidrólisis del GTP 
unido a EF-Tu y la liberación del factor de elongación unido a GDP. Un resulta- 
do notable de los estudios estructurales recientes deJ ribosoma es que e! reco- 
nocimienfo del apareamiento codón-anticodón correcto en el centro descodifi- 
cador T como la actividad peptidil transferasa, se basa príncipalmente en la 
actividad del ARN ribosómico en lugar de las proteínas. 

Una vez que EF-Tu (o eEF-1a) ha salido del ribosoma, se forma un enlace 
peptídico entre el metionil ARNt iniciador en el šitie P y el segundo aminoacií 
ARNt en el sitio A. Esta reacción está catalizada por la subunidad ribosómiea 
grande, realizando esta actividad el ARNr (como ya se ha explicado). El resuita- 
do es la transferencia de la metionina al aminoacií ARNt en el sitio A del riboso- 
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Figúra 7.12 

Etapa de elongación de la traducción. El ríbosoma tiene tres sitios de unión al ARNt, 
llamados P (peptidil), A (aminoacil) y E (liberación). El N-formilmetionil ARNt mtciador se 
sitúa en el sitio P, dejando un sitio A libre. El segundo aminoacil ARNt (p.ej., alanil ARNt) es 
dirigido hada el sitio A por EF-Tu (unido a GTP). Tras la hidrólisis de GTP, EF-Tu (unido a 
GDP) sále del ribosoma, dejando ai alanil ARNt sŕtuado en el sitio A. Se forma el enlace 
peptídico y se transfiere la metionína al aminoacil ARNt en el sitio A. Entonces el ribosoma 
se desplaza tres nucleótidos a lo largo del ARNm. Ešte movimiento transloca el peptidil 
(Met-Ala) ARNt al sitio P y al ARNt libre al sitio E, dejando un sitio A vacío para la unión de 
un nuevo aminoácído. La translocación está mediada por EF-G, acoplada a la hidrólisis de 
GTP. El proceso en células procariotas se ilustra en el esquema* siendo muy similar al de 
eucariotas. (En la Tabla 7.1 se nombran los factores de elongación de eucariotas.) 


ma, formándose un peptidil ARNt en esta posíción y dejando un ARNt libre en el 
sitio P. La etapa que sigue a la elongación es la translocación, que requiere otro 
factor de elongación (EF-G en procariotas y eEF-2 en eucariotas), y también 
está acopiada a la hidrólisis de GTP. Durante la translocación, el ribosoma se 
desplaza tres nucleótidos sobre el ARNm, colocándose un nuevo codón en un 
sito A libre. En esta etapa se transloca el peptidil ARNt desde el sitio A al sitio P, 
y el ARNt libre desde el sitio P al sitio E. De esta manera el ribosoma tiene un 
peptidil ARNt en el sitio P y un sitio A vacío. La unión de un nuevo aminoacil 
ARNt al sitio A induce la liberación del ARNt libre del sitio E t dejando al riboso- 
ma preparado para la inserción de otro aminoácido a la cadena poiipeptídica en 
crec imiento. 

El proceso de elongación debe continuar y para ello EF-Tu (o eEF-ls) que 
es liberado del ribosoma unido a GDP, se debe convertir de nuevo en la forma 
unlda a GTP (Fig. 7,12). Esta conversión requiere la presencia de un tercer 
factor de elongación, EF-Ts (eEF-1/Jy en eucariotas), que se une a EF-Tu/GDP 
promoviendo la sustitución de GDP por GTP. Con ešte cambio se regenera un 
nuevo EF-Tu/GTP preparado para dirígir un nuevo aminoacil ARNt a! sitio A de! 
ribosoma. comenzando un nuevo ciclo de elongación. La regulación del factor 
EF-Tu por la unión a GTP y la hidrólisis de éste es un ejemplo de regulación de 
actívidad de proteínas. Como se explicará en capítulos posteriores, mecanis- 
mos similares de control de la actividad ocurren en una gran variedad de proteí- 
nas que participan en la regulación del crecimiento y díferenciación celulares, 
asi como en el transporte y secreción de proteínas. 


5 ’C 



] 3 ' 
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Formación del 
enlace peptídico 
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l3 r 




Translocación 





Activo 


ARNt unido 
al ribosoma 


inactivo 


Fig úra 7.13 

Regeneradón de EF-Tu/GTP. El oomplejo EF-Tu/GTP dirige el 
aminoacil ARNt al ríbosoma. El GTP unido es hidroJizado cuando el 
ARNt correcto es insertado, liberándose el complejo EF-Tu/GDP, el 
cual es inactivo e incapaz de unir otro ARNt. Para que la transloca¬ 
ción continúe, se debe regenera r otro EF-Tu/GTP. participando en 
ešte proceso otro factor, EF-Ts, que facilita la sustitución de GDP 
por un GTP libre. 
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Figúra 7. í 4 

Terminación de la traducción. Un codón de terminación (p. ej., UAA) en el sitio A es 
reconocido por u n factor de liberación en vez de por un ARNt El resultado es la liberación 
de la cadena polipeptídica complela, seguido de la disociacíón del ARNl y ARNm del 
ríbosoma. 


La elongación de la cadena polipeptídica continúa hasta que un codón de 
terminación (UAA, UAG o UGA) se coloca en el sitio A del ribosoma. Las células 
no contienen ARNt con anticodones complementarios de los tripletes de térmi“ 
nacíón, pero s í tienen factores de liberación que los reconocen y terminan la 
síntesis de proteínas (Fig. 7.14). Las células procariotas cuentan con dos facto- 
res de liberación que reconocen los codones de terminación: RF-1 reconoce 
UAA o UAG y R F-2 reconoce UAA o UGA (véase Tablaľ.1). En células eucario- 
tas un único factor de liberación (eRF-t) reconoce los tres codones de termina¬ 
ción. Además las células procariotas y eucariotas tambíén tienen factores de 
liberación (RF-3 y eRF-3 respectivamenle) que no reconocen codones de termi¬ 
nación específicos pero actúan con RF-1 {o eRF-1) y RF-2. El factor de libera¬ 
ción se une a un codón de terminación en el sitio A estimulando la hidrólisis del 
enlace entre el ARNt y la cadena polipeptídica en el sitio P, permitiendo la salida 
de ésta del ribosoma. Ei ARNt es liberado posteriormente, disociándose las 
subunidades ríbosómicas y la hebra de ARNm. 

Los ARN men saje ros de células procariotas y eucariotas pueden ser tradu- 
cidos simuftáneamente por muchos ribosomas. Una vez que el ribosoma se 
aleja de un sítío de inicíación, otro puede unírse al ARNm e inicíar la síntesis de 
una nueva cadena poíipeptidica. Asi los ARNm son normaimente traducidos 
por una šerie de ribosomas, separados entre ellos por aproximadamente 100- 
200 nucleótidos (Fig. 7.15). El conjunto de ribosomas unido a una molécula de 
ARNm se llama polirribosoma o polisoma Cada ríbosoma del polisoma funcio- 
na de manera independiente para sintetizar una cadena polipeptídica distinía. 

Reguláciou de la traňuceión 

Aunque la transcrĺpcíón es el nivel principál de control de la expresión génica, la 
traducción del ARNm también estä regulada tanto en células procariotas como 
eucariotas. Un mecanismo de regulación traduecional es la unión de proteínas 
represoras, que bloquean la traducción, a secuencias específicas del ARNm. El 
ejemplo mejor conocido de ešte mecanismo en células eucariotas es la regulación 
de la síntesis de ferritina, una proteína que almacena hierro dentro de la célula. La 
traducción del ARNm que codífica para ferritina está regulada por las reservas de 
hierro: se sintetiza más ferritina cuanto más hierro haya (Fig. 7.16). Esta regulación 
está mediada por una proteína que (en ausencia de hierro) se une a una secuencia 
(secuencia de respuesta a) hierro o IRE) en el extremo 5' no codíficante del ARNm 
de la ferritina, bloqueando la traducción. En presencia de hierro el represor ya 
no se puede untr a la secuencia IRE S produciéndose la traducción de la ferritina. 

Es interesante observar que la regulación de la traducción del ARNm de la 
ferritina por el hierro es similar a la regulación de la estabilidad del ARNm que 
codifíca para el receptor de transferrina, comentada en el capítulo anteríor (véa¬ 
se Fig. 6.51 ) T donde se explicó que la regulación de la estabilidad del ARNm del 
receptor de transferrina se debe a la unión de una proteína a una secuencia IRE 
en la región 3' no codíficante. La misma proteína se une a las secuencias IRE de 
ambos ARNm. Sin embargo, las consecuencias de la unión de esta proteína a 
ambas secuencias IRE son muy diferentes. La proteína unida al IRE del ARNm 
para el receptor de transferrina protege al ARNm de la degradación en vez de 
ínhibir su traducción. Ešte efecto es quizá el resultado de la diferente localiza- 
ción de la secuencia IRE en ambos ARNm. Para actuar como un lugar de unión 
a represor, la secuencia JRE se debe localizar a unos 70 nucleótidos del cap del 
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extremo 5 ? del ARNm de la ferritina, sugiriendo que la unión de esta proteína a la 
secuencia IRE bJoquea la traducción por impedir que la subunidad ribosómica 
40S reconozca y se una al cap del extremo 5\ En vez de inhibír la traducción, la 
unión de ía proteína a la misma secuencia en el extremo 3’ del ARNm para la 
transferrina T protege al ARNm de la degradación por nucleasas. La unión de la 
misma proteína reguladora a díferentes sitios en las moléculas de ARN puede 
tener efectos distintos en la expresión génica; en un caso ínhibiendo la traducción 
y en otro estabílízando el ARNm para aumentar ia síntesis de proteínas. 

La regulación traduccional es especialmente importante durante el desarro- 
llo temprano. Como se ha estudíado en el Capítulo 6, una variedad de ARNm 
está almacenado en los óvulos en forma no traducida; la traducción de estos 
ARNm almacenados es activada durante la fertilización o durante estadios pos- 
teriores del desarrollo. Un mecanismo de regulación de la traducción de ešte 
tipe está controlado por !a poiiadenilación de los ARNm del óvulo. Muchos 
ARNm son almacenados sin traducir en los óvulos con pequeňas colas de poliA 
(aproxímadamente20 nucleótidos). Estos ARNm almacenados serán posterior- 
mente rečiutados para la traducción en el estadio apropiado del desarrollo por el 
alargamiento de sus colas de poliA hasta varios cíentos de nucleótidos. Adicio- 
nalmente, la traducción de algunos ARNm durante el desarrollo parece estar 
regulada por proteínas represoras que se unen a secuencias específicas de sus 
regiones 3\ 

Las proteínas que se unen a las regiones 3’ de los ARNm sin traducir son 
también responsables de localizar los ARNm a regiones específicas de la célu- 
la, permítiendo que se produzcan proteínas en localízacíones subcelulares es- 
pecíftcas. La localización del ARNm es una parte importante de la regulación de 
la traducción en una variedad de tipos celulares, incluyendo óvulos, embriones, 
células nerviosas y fibroblastos en movímíento. Por ejemplo, la localización de 
ARNm a regiones específicas de los óvulos o embriones juega un papel impor¬ 
tante en el desarrollo, permitiendo que las proteínas codificadas sean sintetíza- 
dasen los lugares apropiados del embrión en desarrollo (Figúra 7 17). La localí- 
zación de los ARNm está acoplada a la regulación de su traducción, de modo 


Figúra 7.15 

Polisomas. Los ARNs mensajeros son 
traducldos por múltipíes ribosomas for- 
mando un polisoma. (A) Mierografía elec* 
trónica de un polisoma eucariota. (B) Es- 
quema generál de un polisoma. Notese 
que los ribosomas próximos al extremo 3’ 
de! ARNm eontienen cadenas polipeptídi- 
cas más largas. (A, de M. Boublik eŕ a!., 
1990. The Ribosome , pág, 117. Cortesía 
de American Society for Mícrobiology.) 


ARNm de la ferritína 

IRE Región codificante de ia proteína 





Figúra 7 16 

Regulación de la traducción de la ferri- 
tina. El ARNm contiene una secuencia 
de respuesta al hierro (IRE) cerca del cap 
del extremo 5 . En presencia de una canti- 
dad adecuada de hierro, ľa traducción del 
ARNm ocurre normál meňte. Sin embargo, 
si la cantidad de hierro disminuye, una 
proteína (denominada proteína de unión a 
la secuencia de respuesta al hierro o IRE- 
BP) se une a la secuencia IRE bloquearv 
do la traducción del ARNm. 
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Figúra 7,17 

Localización del ARNm en ovocítos de 
Xenopus Hibridación in situ que (lustra la 
localización del ARNm Xlerk a la corteza 
vegetal de los ovocí to s d e Xenopus , (Cor- 
tesía de James Deshler, Boston Univer- 
sity.) 


que las proteínas que codifican son sintetizadas cuando e! ARNm se localiza 
correctamente en el estadio del desarrollo apropiado, 

Estudios recieníes han demostrado que la traducción de ARNm puede ser 
regulada no sólo por proteínas, sino también por ARNs no codificantes que son 
homólogos a una porción de la secuencia del ARNm, La mayoría de estos 
ARNs no codificantes reguladores son pequeňas moléculas de doble hebra que 
desencadenan la degradación de su ARNm diana mediante un mecanismo de 
interferencia de ARN (véase Fig. 3.41), El papel de estos ARNs no codificantes 
ha sido especialmente bien estudiado en plantas, y se han identificado aproxi- 
madamente 50 genes cuya traducción es regulada por ešte mecanismo en Ara- 
bidopsis t ha Hana. 

Otro mecanismo de regulación traduccional en células eucariotas que tiene 
un efecto global en la traducción más que un efecto en la traducción de un men- 
sajero específico, ocurre por la modulación de !a actividad de los factores de 
iniciactón, en particular elF-2. Como se explicó anteriormente, elF-2 (formando 
complejo con GTP) se une al metionil ARNt iniciador, dirigiéndolo hada el riboso- 
ma. La liberación de elF-2 en una etapa posterior va acompaňada de la hidrólisis 
del GTP, liberándose un complejo inactivo elF-2/GDP. Para participar en otro 
delo de iniciación debe regenerarse elF-2/GTP, sustituyendose la molécula de 
GDP por GTP (Fig. 7.18). Ešte intercambio está mediado por otro factor, elF-2B. 
El controi de la actividad de elF-2 por la unión a GTP y la hidrólisis es similar a la 
que sufre el factor EF-Tu (véase Fig. 7.13). Sin embargo, la regulación de elF-2 
proporciona u n punto de regulación crítico en una gran variedad de células euca¬ 
riotas. En concreto, tanto elF-2 como elF-2B pueden ser fosforiladas por proteí¬ 
nas quinasas reguladoras. Estas fosforilaciones inhiben el intercambio del GDP 
unido por GTP, inhibiendo asi la iniciación de la traducción. Por ejemplo, en las 
células de mamíferos carecientes de factores de crecimiento, se activa una pro- 
teína quinasa que fosforila a elF-2B, inhibiendo la sucesiva síntesis de proteínas. 

La regulación de la actividad de elF-4E, que se une a la caperuza 5’ del 
ARNm, es otro punto crítico sobre el que actúan los factores de crecimiento 
para controlar la síntesis proteiea. Por ejemplo, factores de crecimiento que 
estimulan la síntesis proteiea en células de mamífero activan proteínas quina- 
sas que fosforilan a proteínas reguladoras (denominadas proteínas de unión a 
elF-4E, o4E-BPs del inglés binding proleins) que a su vez se unen a elF-4E. En 
ausencia de los factores de crecimiento apropiados, las 4E-BPs no fosforiladas 
se unen a elF-4E e inhiben la traducción interfiriendoen la interacción de elF-4E 
con elF-4G (véase Fig. 7.11). Cuando los factores de crecimiento están presen- 
tes en una cantidad adecuada, la fosforilación de las 4E-BPs impide su interac- 
ción con e!F-4E, dando lugar a elevaciones de las tasas de iniciación de la 
traducción. 


Plegamiento y procesamierito de proteínas 

La traducción completa el flujo de la información genética en la célula. En ešte 
proceso la secuencia de nueleótidos del ADN se convíerte en la secuencia de 
aminoácidos en la cadena polipeptídica. La síntesis de un polipéptido, sin embar¬ 
go. no sígnifica que la proteína sea funcional. Para ser activos, los polipéptidos 
deben plegarse en conformaciones tndimensionales características y, en muchos 
casos, vartas cadenas poíipeptídicas se agregan para dar lugar a un complejo 
funcional. Adernás, muchas proteínas experimentan modificaciones adiciona- 
les, incluyendoescisión y la unión covaiente de carbohidratos y iípidos, que son 
necesarios para la correcta fundón y localización de las proteínas en la célula. 

Chaperonas y plegamiento de proteínas 

La conformacion tridimensional de las proteínas depende de la interacción entre 
las cadenas laterales de sus aminoácidos, como se vio en el Cap. 2. El principio 
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(A) Suministro adecuado de factores de crecimiento 




clásico del plegamianto de una proteína es que la informacion necesaria para 
que ésta adopte la conformación tridimensional correcta la proporciona su se- 
cuencia de aminoácidos. Ešte principio fue establecido por los experimentos de 
Christian Anfinsen demostrando que la enzima ARNasa desnaturalizada puede 
in vitro volver a plegarse en una conformación activa espontáneamente (véase 
Fig, 2.17). En un principio se penso que el plegamientode proteínas ocurría por 
un proceso de auto-ensamblaje que no requería la presencia de ningún factor 
celular adicionaL Sin embargo, estudios más recientes muestran que esto no es 
una buena descripcíón del plegamiento de proteínas en las células y se puede 
afirmarque en el proceso participan otras muchas proteínas. 

Las proteínas que facifitan e! plegamiento de otras proteínas se llaman cha- 
peronas. El término £ <chaperona» fue utílizado en un principio por Ron Laskey y 
sus colaboradores para describir una proteína (nucleoplasmina) necesaria para 
el ensamblaje de los nucleosomas a partir del ADN y de las histonas. La nucleo- 
plasmina se une a las histonas y provoca su ensamblaje en nucleosomas, pero 
la nucleoplasmina no forma parte de la estructura úítima del nucleosoma. Las 
chaperonas, de ešte modo, actúan como catalízadores que faciiitan el ensam- 
blaje sin formar parte del complejo ensamblado. Estudios más recientes han 
ampliado el concepto hasia incluir proteínas que medián una gran variedad de 
procesos de ensamblaje, particularmente el plegamiento de proteínas. 


Figúra 7.18 

Regulación de la traducción medíante 
fosforilación de elF-2 y elF-2B. La forma 
activa de elF-2 (formando un complejo 
con GTP) dírige el meíionif tARN iniciador 
al ribosoma (ver Figúra 7.11). A continua- 
ción el elF-2 es liberado del ribosoma en 
su forma inactiva unida a GDP. Para con- 
tinuar la traducción, elF-2 debe ser reacti- 
vada por e3F-2B, que estimula el inter- 
cambio de GDP por GTP. La traducción 
puede ser inhibida (por ejemplo, si las cé¬ 
lulas carecen de factores de crecimiento) 
por la accíón de proteínas quinasas regu- 
ladoras que fosforílan a elF-2 o a elF-2B. 
Estas fosforilaciones bbquean el inter- 
cambio de GTP por GDP, de modo que 
elF-2/GTP no puede ser regenerado. 
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Figúra 7.19 

Papel de las chaperonas durante la traducción. Las chaperonas se unen al amL 
no terminál {N) de la cadena polipeptídica en credmiento, estabilizándolo en una 
configuración no ptegada hasia que la síntesis de la cadena polipeptídica finaliza. 
La proteína completa es liberada del ribosoma y está preparada para plegarse en la 
conformación trídimensíonal adecuada. 


Polipéptido 

compteto 

liberado 


3’ ARNm 


Ghaperona 


Es importante saber que las chaperonas no proporcionan una información 
adicional para el plegamiento de las proteínas en su conformación tridimensio* 
naf; ésta viene determinada exclusivamente por la secuencia de aminoácidos. 
Más bien, las chaperonas catalizan ef plegamiento proteico ayudando al proce¬ 
se de autoensamblaje. En concreto, se cree que su función es unirse y estabilL 
zar las cadenas polipeptídicas no piegadas o los intermediarios parcialmente 
plegados que se forman en la ruta que dirige al estado de plegamiento correcto. 
En ausencia de chaperonas, las cadenas polipeptídicas no piegadas o parcial- 
mente piegadas son inestables en la célula y con frecuencia se pliegan de forma 
íncorrecta o se agregan formando complejos insolubles. La unión de las chape¬ 
ronas estabiliza estas formas no piegadas y por tanto prevíenen ei plegamiento 
incorrecto o la formación de agregados y permíten que la cadena pofipeptídica 
adquíera una conformación activa. 

Un buen ejemplo lo proporcionan las chaperonas que se unen a las cadenas 
polipeptídicas nacientes a la vez que se sintetizan en los ribosomas; de ešte 
modo previenen el plegamiento incorrecto o la agregación de la pordón amino 
terminál del polipéptido antes de que la síntesis de éste finalice (Fig. 7.19), Pro- 
bablemente, ešte tipo de interacción tiene importancia en las proteínas en las 
que el extremo carboxiío terminál (síntetizado en último lugar) es necesariopara 
el plegamiento del extremo amino terminál. De esta manera la chaperona unida 
estabiliza la porción amino terminál en una conformación extendída hasta que 
se sintetice el resto de la cadena polipeptídica y la proteína completa pueda 
plegarse correctamente. Las chaperonas tambíén estabiľizan los poiipéptidos 
no plegados durante su transporte a los orgán u los subcelulares —por ejemplo, 
durante la migración de proteínas desde el citosol a la mitocondria (Fig, 7,20). 
Las proteínas se transportan a través de la membrána mitocondrial en una con- 
formación parcialmente plegada estabilizada por chaperonas que se unen en ef 
citosol. Las chaperonas del interior de la mitocondria faciiitan la transferencia 
del polipéptido al atravesar la membrána y su plegamiento posterior en el inte¬ 
rior del orgänulo. Además, las chaperonas participan en el ensamblaje de pro¬ 
teínas formadas por múltiples cadenas polipeptídicas. en el ensamblaje de es- 
tructuras macromoleculares (p. ej., nucleoplasmina). 

Muchas de las proteínas que actúan como chaperonas (Tabla 7.2) fueron 
inieíalmente identificadascomo proteínas de choque térmico (del inglés heaF 
shock proteins, Hsp), un grupode proteínas que se expresan en lascélulasante 
determinadas circunstancias de estrés ambiental, como por ejemplo temperatu- 
ras elevadas. Las proteínas de choque térmico son proteínas alíamente conser- 
vadas tanto en células procariotas como eucariotas y su función es estabilizar y 
facilitar el plegamiento de proteínas parcialmente desnaturalizadas por exposL 
cíón a temperaturas elevadas. Sin embargo, muchos miembros de la família de 
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Cadena potipeplíciica 
Chaperona cilosólica 


Mitocondria 


Chaperona mitocondrial 


Froté ina 
plegada 


Figúra 7.20 

Papel de las chaperonas durante el 
transporte de proteínas. U n polipéptido 
parcialmente plegado es transportado 
desde el citosol a la mitocondria. Las cha¬ 
peronas citosólicas estabiíizan la configu- 
ración o conformación extendída, Las 
chaperonas mitocondriaies facilitan el 
transporte y posterior plegamiento de la 
cadena polipeptídica dentro del orgánulo 


las proteínas de choque térmico se expresan y tienen funciones fundamentales 
en condiciones normales de crecimiento celular, Estas proteínas actúan como 
chaperonas moleculares, necesarias para el plegamiento de los polipéptidos y 
su transporte en condiciones normales, asi como en condiciones de estrés am- 
bientat. 

Las famílias de proteínas de choque térmico Hsp70 y Hsp60 tienen un papel 
importante en el mecanisrmo de ensamblaje de proteínas tanto en células proca- 
riotas como eucariotas. Las proteínas de ambas familias funcionan por unión a 
regíones no plegadas de las cadenas polipeptídícas. Los miembros de la família 
Hsp7G estabiíizan las proteínas no plegadas durante la traducción (véase Fig> 
7.17} y también durante el transporte de los polipéptidos a muchos de los Grgá- 
nulos subcelulares, como la mitocondria y el retículo endoplásmico. Estas pro¬ 
teínas se unen a pequeňos fragmentos (siete u ocho residuos de aminoácidos) 
de los polipéptidos no plegados, manteniendo la cadena polipeptídica en una 
configuración o conformación extendida, imptdiendo la agregación. 

Los miembros de la família Hsp60 (también llamadas chaperoninas) facili¬ 
tan ef plegamiento de las proteínas en su conformación nativa. Cada chaperoni- 


TABLA 7,2, Chaperonas moieculares 

Chaperonas 


Família de proteínas Proc a riotas 


Eucariotas 


Hsp70 

Dna K 

Bi P (retículo endoplásmico) 
SSC1 (mitocondria) 
ctHspľO (cloroplastos) 

Hsc73 (citosol) 

Hsp60 

G ro E L 

H sp 60 (mitocondria) 

Cpn60 (cloropiastos) 

Tri C (citosol) 

Hsp90 

HlpG 

Grp94 (retículo endoplásmico) 

Hsp90 (Citosol) 
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Figúra 7.21 

Estructura de una chaperonina. GroEL, una proteína de la fa¬ 
mília de las Hsp6Q T es un ciiindro hueco organizado en dos es- 
tructuras anulares unidas. Cada anillo está compuesto por siete 
subunidacíes. (Cortesía de Paul B. Sigler, Uníversidad de Yale + ) 


na está formada por 14 subunídades de aproximadamente 
60 Kilodaltons (kDa) cada una, organizadas en anillos apila- 
dos para formar una estructura en forma de e <doble dónut» 
(Fíg. 7.21). Las cadenas polipeptídicas son protegidasdel eh 
tosol mediante la unión a la cavidad del ciiindro de la chape¬ 
ronina. En estas condiciones ocurre el plegamiento de pro¬ 
teínas, mientras que la unión de la chaperonina impide la 
agregación de los segmentos no plegados del polipéptido. La 
unión de los polipéptidos no plegados a las chaperoninas es 
una reacción reversible acoplada a la hidrólisis de ATP, 
como fuente de energia. La hidrólisís de ATP dirige seríes de 
iiberación y unión de las regiones no plegadas de la proteína 
a la chaperonina, y de esta manera el polipéptido se pliega 
gradualmente en una conformación correcta. 

En aigunos casos, distmtos miembros de la família Hsp7G 
y Hsp60 actúan júnt os de manera secuencial. Por ejemplo. 
los miembros de la família de proteŕnas Hsp70 y HspBO ac¬ 
túan de forma secuencial durante el transporte de las proteŕ¬ 
nas a la mitocondria y durante el plegamiento de proteínas 
en E. coii( Fíg. 7.22). Primero, una chaperona Hsp70 esíabili- 
za los polipéptidos nacientes hasta que la síntesis de pro¬ 
teínas finalice. El polipéptido extendido se transfíere a la cha¬ 
peronina Hsp60 n lugar donde el píegamiento de proteínas 
tiene lugar, apareciendo finalmente una proteína correcta- 
mente plegada en la conformación tndimensional funcional. 

Los miembros de la família Hsp70 y Hsp60 se distríbuyen 
tanto en el citosol como en el interior de los orgánulos (p. ej., mitocondria) de 
células eucariotas, y tambíén en celu las procariotas (véase Tabla 7.2), de ma¬ 
nera que el papel secuencial de estas proteínas representa una ruta bioquímica 
generál deí plegamiento de proteínas. Un mecanísmo alternativo de plegamien¬ 
to de proteínas en el citosol y en el retículo endoplásmlco requtere la actuación 
secuencial de proteínas Hsp70 y Hsp90. La mayoría de los sustratos para ple¬ 
gamiento por Hsp9Q son proteínas que eslán implicadas en la sehalización ce- 
fular, incluyendo receptores de hormonas esteroideas y una variedad de proteí- 
nas quínasas. 


5 r 


3 ’ 


Intermediario parcialmeňte 
piegado 



Hsp7Q 




Transferencia 
a HspSO 


Figúra 7.22 

Actuación secuencial de chaperonas HspTO y Hsp60. Las chaperonas de la família 
Hsp70 se unen y estabilizan la cadenas polipeptídicas no plegadas durante fa traducción. 
Et péptido nativo se dirige a chaperonas de la família Hsp60, donde ocurre finalmente el 
plegamiento. La hidrólisis de ATP se necesita para liberar el polipéptido extendido de 
Hsp70 y para su plegamiento en el interior de Hsp60. 
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Enzimas y plegamiento de proteínas 

Además de la chaperonas, que facilitan el plegamiento de las proteínas median- 
te ľa unión y estabilizaciónde intermediarios parcialmente plegados, las células 
también contienen al menos dos tipos de enzimas que catalizan e! plegamiento 
de proteínas mediante la rotura y formación de nuevos enlaces covalentes. La 
formación de puentes disulfuro entre residuos de eisteína es importante en la 
estabilidad de la estructura plegada de muchas proteínas (véase Fig. 2.16). La 
proteína disulfuro isomerasa (PDI), deseubierta por Christian Anfinsen en 
1963, cataliza la rotura y formación de estos enlaces (Fig. 7.21). En las proteí¬ 
nas que contienen múítiples residuos de! aminoácido cisterna, la PDI desempe- 
ňa un papel importante promovíendo el intercambio rápido entre parejas de 
puentes disulfuro, para que la proteína adquíera el patrón de puentes disulfuro 
compatible con una conformación estable. Los puentes disulfuro son especíaí- 
mente abundantes en proteínas secretadas y algunas proteínas de membrána, 
porque el citosol contiene agentes reductores que mantienen los residuos de 
eisteína en la forma reducida (- SH) t impidiendo la formación del puente disulfu¬ 
ro (S - S). En células eucariotas T los puentes disulfuro se forman en el retículo 
endoplásmico, en cuyo lumen hay un ambiente oxídante. De acuerdo con e! 
papel estabilizador de los puentes disulfuro en las proteínas que van a ser se¬ 
cretadas, ta actividad de la enzima PDI en el retículo endoplásmico se relaciona 
con el nivel de secreción de proteínas en los diferentes tipos celulares. 

La segunda enzima con un papel importante en el plegamiento de proteínas 
cataliza la isomerizadón de los enlaces peptídicos donde participa el aminoáci¬ 
do prolína (Fig. 7.22), La prolina es un aminoácido especíal en el que el equili- 
brio entre las conformacíones cis y trans del enlace peptídico que precede a un 
residuo de prolina, está ligeramente desplazado hacia la conformación trans. 
Por el contrario los enlaces peptídicos formados entre otros aminoácidos se 
encuentran casi siempre en una conformación trans. La isomerizadón entre las 
configuraciones cis y trans de los enlaces peptídicos en los que interviene la 
prolina, que podría representar un paso limitante del plegamiento de proteínas, 
!a cataliza la enzíma peptidil prolil isomerasa. Esta enzima está amplíamente 
distribuida tanto en células procaríotas como eucaríotas y cataliza el plegamien- 
to de vartas proteínas. 

Escisión d e proteínas 

La escisión de las cadenas polipeptídicas (proteólisis) es una etapa importante 
en la maduración de muchas proteínas. Un ejemplo sencillo es la elíminación de 
la metionina iniciál del extremo amino terminál de muchos polipéptidos, proceso 
que ocurre al principio de ía traduccion, antes de que la cadena polípeptŕdica se 
síntetice completamente. La adición de nuevos grupos químicos al residuo amí- 
no terminál del polipéptido, por ejemplo grupos acetilo o cadenas de ácidos 
grasos, ocurre con frecuencia, 

Las modificaciones proteolŕticas de los exfremos amino también tienen un 
papel fundamental en la translocación de muchas proteínas a fravés de la mem- 


Figura 7.23 

Actividad de la proteína disulfuro iso¬ 
merasa. La proteína disulfuro isomerasa 
(PDI) cataliza la rotura de algunos puen¬ 
tes disulfuro y la formación de otros nue¬ 
vos, lo que supone el intercambio entre 
parejas de puentes disulfuro en la cadena 
polipeptídica. La enzima cataliza la forma¬ 
ción de un enlace disulfuro con un residuo 
de eisteína libre, e intercambia una cisteí- 
na de un puente ya formado por otra cis- 
teína de la cadena polipeptídica. En eí 
ejemplo, la PDi cataliza la conversión de 
dos puentes disulfuro incorrectos (1-2 y 3- 
4) en la forma correcta (1-3 y 2-4). 



Peptidil prol 
isomerasa 


Pro < X- 



Pro 


trans 


cis 


Figúra 7.24 

Actividad de ta peptidil prolil isomera¬ 
sa. La peptidil prolil isomerasa cataliza 
la isomerizadón entre la conformación 
cis y trans de los enlaces peptídicos en 
los que interviene la prolina. 





























304 • Sección II • FI u j o de la información genética 



ARNm 5' 


Escisión de la 


Dirección del desplazamiônio del ribosoma 


Proteina 

translocada 


Membrána del 
reticuio endoplásmico 


Secuencia senal 


Figúra 7,25 

Papel de las secuencias senal en la 
translocación a través de la membrá¬ 
na. Las secuencias seriál dirigen la Irans- 
locación de las cadenas polipeptídicas a 
través de la membrána plasmática de 
bacterias o hacia el interior del reticuio en¬ 
doplásmico en las células eucariotas 
(véase dibujo). Esta secuencia senal una 
secuencia de aminoácidos hidrofóbicos 
en el extremo amino terminál de la cadena 
polipeptídica se inserta en un canal de la 
membráne inmediatamente tras su sinte- 
sis en el ribosoma. El resto de la proteina 
es translocada a través del canal y la se¬ 
cuencia senal es eliminácia por la actívi- 
dad de una peptidasa senal, líberándose 
una proteina madura y translocada. 


branas eelulares, incluyendo la secreción de proteínas tanto en células bacte- 
rianas como eucariotas, asi como las proteínas que van a fornnar parte de la 
estructura de la membrána plasmática, lisosomas, mitocondrías y cioroplastos 
en células eucariotas, Estas proteínas son marcadas con secuencias amino 
termínaies para transportarse a sus destinos fínales, y estas secuencias son 
eliminadas de la cadena polipeptídica por escisión proteolítica cuando atravie- 
san las membranas. Por ejemplo, la secuencia seňal amino terminál, formada 
aproximadamente por 20 aminoácidos, marca las proteínas que se dirigen a la 
membrána plasmática en bacterias, o al reticuio endoplásmico en células euca- 
riotas, mientras ocurre la traducción (Fig. 7.25). La secuencia senal, formada 
predomínantemente por aminoácidos hidrofóbicos, se inserta en la membrána 
cuando emerge del ribosoma. El resto de la cadena polipeptidica paša a través 
de un canal de la membrána a medida que es sintetizada. Esta secuencia senal 
posteriormente es escindida por una proteasa de membrána específica (peptí- 
dasa senal), liberándose la proteina madura. En células eucariotas, la translo¬ 
cación al reticuio endoplásmico de cadenas polipeplídicas nacientes es el prií- 
mer nivel en el marcaje de proteínas que se destínarán a la secreción, a formar 
parte de la membrána plasmática o se incorporarán a los lisosomas. Los meča- 
nísmos que dirigen el transporte de proteínas a sus destinos, asi como el papel 
de otras secuencias seňal que dirigen las proteínas al interior de las mitocon- 
drias y cloroplastos, se discutirän en los Capítulos 9 y 10. 

Otro ejemplo importante de procesamiento proteelítico es la formación de 
enzimas u hormonasfuncionalmente activas, mediante escisión de precursores 
ínactivos de mayor tamaňo. La insulina se sintetiza como un precursor polipeptí- 
dico más grande y representa un ejemplo clásico, La insulina se forma a partir 
de dos escisíones. El precursor iniciál (preproinsulina) contiene una secuencia 
seňal amino terminál que dirige la cadena polipeptídica hacia el reticuio endo¬ 
plásmico (Fig. 7.26), La eliminación de la secuencia seňal durante la transloca¬ 
ción al reticuio endoplásmico produce un segundo precursor, llamado proinsuli- 
na. Ešte precursor se transforma finalmente en insulina, formada por dos 
cadenas polipeptídicas unidas por puentes disulfuro, previa escisión proteoiŕtica 
de un péptido íntemo. Otras proteínas activadas mediante mecanismos de esci¬ 
sión similares son las enzimas digestivas y las proteínas que participan en la 
coagulación sanguínea. 

Es interesante reseňar que las proteínas de muchos virus animales derivan 
de la escisión de largos precursores polipeptídícos. Un ejemplo particularmente 
importante del papel de la proteolisis en la replicación vírica lo proporciona el 
VIH. En la replicación del VIH, una proteasa codificada por el virus escinde 
polipéptidos precursores para formar proteínas víricas estructurales. Debido a 
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Figúra 7.26 

Procesamiento proteotitico de la insu- 
lina. La molécula actíva de insulina cons- 
ta de dos subunidades polipeptídicas (A y 
B) unidas por puentas dísulfuro. Es sínteti- 
zada como un polípéptido precursor (pre- 
proinsutina) que contiene una secuencia 
senal amino terminál que se elíminará du- 
rante la transferencia de la cadena poli- 
peptídica al retículo endoplásmico. Esta 
escisíón origina un segundo precursor 
(proínsulina), que es transformado en in¬ 
sulina por un mecanismo de proteólísis 
mediante el que se elimina un fragmente 
ínterno del polípéptido. 


(Unidos a través de N) 

Asparragina 



I 

CH, 


(Unidos a través de O) 

Serina 



I 

ch 3 


su papel centrál en la replicación vírica, la proteasa del VIH (además de la írans- 
criptasa inversa) es una importante diana para el desarrollo de drogas usadas para 
el tratamiento del SIDA. En efecto 5 los inhĺbidores de la proteasa son en la actuali- 
dad Jos fármacos más efectivos que se utilízan para combatir la enformedad. 

Glicostlación 

Muchas proteínas, particularmente en células eucariotas, son modifieadas por 
la adición de carbohidratos en un proceso conocido como glicosilacidn. Las 
proteínas a las que se les ha aňadido una cadena de glúcidos (llamadas glico- 
proteinas) normalmente son secretadas o se localizan en la superticie celular, 
aunque algunas proteínas nucleares o citosolicas también están glicosiladas. 
Los carbohidratos de las glicoproteínas tienen fundones ímportantes en el ple- 
gamiento de proteínas en el retículo endoplásmico, en la decisíón del destino de 
las proteínas a su compartimento intracelular, y como sítio de reconocimiento 
en las interacciones célula-célula. 

Las glicoproteínas se dasifican en dos típos: A/-glicoproteínas y Oglicopro- 
feínas, dependiendo del sitio de unión de la cadena de carbohidratos (Fíg, 
7.25). En las A/-gľicoproteínas T los carbohidratos se unen al átomo de nitrógeno 
de la cadena lateral del aminoäcido asparragina. En las O-glicoproteínas, el 
átomo de oxígeno de los aminoácídos serina o treonina es el sitio de unión de la 
cadena glucídica. Los azúcares que se unen dírectamente a estos sitios son 
normalmente N-acetilglucosamina o /V-acetilgalactosamina respectivamente. 

La mayoría de la glicoproteínas de las células eucariotas šerá destinada a la 
secreción o a farmár parte de la membrána plasmática. Estas proteínas se 
transfíeren normalmente al interior del retículo endoplásmico (previa escisión 
de la secuencia senal) mientras la proteína es sintetizada, La glicosiíación se 
inicia también en el retículo endoplásmico antes de que termíne la traducción de 

Figúra 7.27 

Anclaje de carbohidratos para formar glicoproteínas. Las cadenas de azúcares de 
las W-glicoproteínas están unidas a un restduo de asparragina, mientras que los de las 
Oglicoproteínas se unen a serina (véase dibujo) o a treonina Los azúcares unidos a los 
aminoácidos son, normalmente, iV-acetilglucosamina (unidos a través de N) o N-acelilga- 
lactosamina (unidos a través de O). 
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Figúra 7.28 

Sintesis de W-glicoproteínas. La prime- 
ra etapa de la gltcosilación es la adición, 
en ei retículo endoplásmico (RE), de un 
oligosacárido formado por 14 residuos de 
monosacáridos a la cadena polipeptídica 
en crecimiento. EI oligosacárido (formado 
pordos N-acetilglucosaminas, nueve ma- 
nosas y tres glucosas) se une a un lípido 
(dolicol fosfato) en la membrána del retí¬ 
culo endoplásmico. EI oligosacárido es 
transferido desde el dolicol fosfato a un re¬ 
siduo de asparragina de la cadena poli¬ 
peptídica. 


la proteína, El proceso comienza con la transferencia de un oligosacárido co- 
mún compuesto por 14 residuos de monosacárido (2 A/acetilglucosaminas, 3 
glucosas y 9 manosas) a un residuo de asparragina de la cadena polipeptídica 
en crecimiento (Fig. 7.28), El oligosacárido se localiza en la membrána del retí¬ 
culo endoplásmico unido a un lípido transportador (dolicol fosfato). Ešte olígo- 
sacárido es transferido como una unidad completa a un residuo de asparragina 
(Asn) aceptora, que forma parte de la secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (donde 
X puede ser cualquier aminoácido dístinto de prolina). 

Ešte oligosacárido iniciál, una vez unido a la proteína, sufrírá modífícaciones 
posteríores. Tres residuos de gfucosa y uno de manosa son eliminados mien- 
tras la proteína se encuentra en el retículo endoplásmico. Posteriormente las 
glicoproteínas pasarán ai aparato de GoJgi donde sufrirán modificaciones adi- 
cionaies, Estas modificaciones se explicarän en el Cap. 9 e incluyen tanto la 
eliminación como la adición de distintos residuos de monosacáridos a medida 
que la glícoproteína es transportada por los distintos compartimentos del Golgi 
(Fig. 7.29). Los /V-oligosacáridos de díferentes glicoproteínas son procesados 
de distinta manera dependiendo de las enzimas presentes en los distintos tipos 
celulares y de la acoesibilidad del oligosacárido a las enzimas que catalízan su 
modificación. A las glicoproteínas con oligosacáridos inaccesibles no se les 
aňade nuevos monosacáridos en el GolgL Los oligosacáridos relativamente 
si m ples de estas glicoproteínas se ilaman oligosacáridos rícos en manosa debí- 
do a la aíta proporción de residuos de manosa y tienen una composición similar 
al oligosacárido iniciál que se aňadió en el retículo endoplásmico, Por el contra- 
rio, las glicoproteínas cuyos oligosacáridos son más accesíbles a Jas enzimas 
son modificadas en mayor grado, originando una gran varíedad de oligosacári¬ 
dos complejos. 

Los O-oligosacáridos se aňaden a las proteínas en el aparato de Golgi. A 
diferencia de los ligados a N, los O-oligosacáridos se forman por la adición de 
un único azucar compuesto por pocos residuos de monosacárido (Fig. 7.30). 
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Figúra 7.29 

Ejemplos de /V-oligosacáridos. Varŕos 
oligosacáridos proceden d e modifícacio- 
nes del oligosacárido iniciál c on 14 azúca- 
res incorporado a la proteina en el retículo 
endoplásmtco (véase Fig. 7.28). En los 
oligosacáridos rico s en manosa, los resi- 
duos de glucosa y algunos residuos de 
manosa son eliminados, pero no se aňade 
ningún azúcar. En la síntesis de oligosa¬ 
cáridos complejos, algunos residuos de 
manosa son eliminados, pero se aňaden 
diversos monosacäridos. Los olígosacári- 
dos hĺbridos o mixtos son intermedios en- 
tre los oligosacáridos ricos en manosa y 
los complejos. Las estructuras del dibujo 
son ejemplos representativos. 


Muchas proteínas citosólicas y nucleares, incluyendo una gran variedad de fac- 
íores de transcripcióm también se modifican por la adición de residuos únicos 
de /V-acetilglucosamina formando Ogíicoproteŕnas, proceso catalizado por un 
sistema enzimätico diferente. Sin embargo, la función de los carbohídratos de 
estas glicoproteínas nucleares y citosólicas aún no se conoce. 


Anchije de líp i ti os 


Algunas proteínas en las céluias eucartotas se modifican mediante el anclaje de 
moléculas lipídicas a !a cadena polipeptídica. Estas modificaciones con fre- 
cuencía marcan y anclan estas proteínas a ía membrána plasmática, siendo el 
lípido por su naturaleza hidrofóbica el que se inserta en la membrána (véase 
Fíg. 2.48), En las proteínas ancladas a la čara citosólica de la membrána de las 
células eucariotas son comunes tres típos de modificaciones por adición de lípi- 
dos —AZ-miristoilación, prenilación y palmitoilación—. Un cuarto típo de modífL 
cación, la adición de glicotípidos, tiene un papel importante en el anclaje de 
algunas proteínas a la čara extracelular de la membrána plasmática. 

En algunas proteínas, un ácido graso se une al extremo amino terminál de la 
cadena en crecimiento durante la iraducción. En ešte proceso, llamado W-mí- 
ristoilación, eJ ácido mirístico (un ácido graso de 14 átomos de carbono) se 
une a un resíduo N-termínai de glícina (Fíg, 7,31). La glícina es con frecuencia el 
segundo amínoácído incorporado a la cadena polipeptídica durante la traduc- 
ción; el residuo iniciador de metionina es eliminado por proteólisis antes de la 
adición del ácido graso. Muchas proteínas que son modificadas por AZ-miristoila- 
ción están asociadas a la čara interná de la membrána plasmática; el papel del 
ácido graso en esta asociación se conoce a partií de experimentos que utilizan 
proteínas mutadas en las que la glicma N-terminal es sustituida por alanina, 
Esta sustitución impide la unión del ácido mirístico y bloquea la función de la 
proteina mutada impidiendo su antíaje a la membrána. 



(Q N-acetilgalactosamina 
@ G a facto sa 
O Ácido siälíco 

Figúra 7.30 

Ejemplos de O-oligosacáridos. Los oli- 
gosacándos ligados a O normaJmente es¬ 
tán tormados por pocos residuos de mo- 
nosacárido, que se aňaden uno a uno. 
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Figúra 7.31 

Adición de un ácido graso medianle N-miristoilación. La metionina iniciál es 
eliminada, dejando la glicína siguiente en el extremo amino terminál de la cade- 
na polipeptídica. El ácido mirístíco (un ácido graso de 14 átomos de carbono) 
es aňadido posteriormente. 

©CQCOOOO 

Adición d e ácido mirístieo a la glicína 
AAterminal 

t r 

Miristato G líci na 


0SCOOCCOO 

Eliminación de la metionina iniciál 

T r 



cccccco 


Los lípídos también se pueden anclar a las cadenas laterales de los ami¬ 
noácidos císteína, serina y treonina. Un ejemplo importante de ešte típo de mo- 
dificación es la prenilación, en la que un tipo específico de lípídos (grupos 
prenilo) se anclan a átomos de azufre de las cadenas laterales de los residuos 
de cisterna localizados cerca del extremo carboxilo terminál de la cadena poli“ 
peptídica {Fíg. 7.32). Muchas proteínas asociadas a la membrána plasmática 
que partícipan en el control del crecimiento y díferenciación celufares son modí- 
ficadas por esta vía ; incluyendo la proteínas del oncogén ras t que son respon- 
sables del crecimiento celular incontrolado de muchos tumores humanos (véa- 
se Cap. 15). La prenilación de estas proteínas ocurre en tres etapas. Primero, el 
grupo prenilo se aňade a una císteína localizada a una dištancia de tres aminoá- 
cios del extremo carboxilo terminál de la cadena polipeptídica. Los grupos pre¬ 
nilo aňadidos en esta reaccion pueden šer el farnesílo (15 carbonos, como se 
muestra en la Fíg, 7,32) o geranilgeranilo (20 carbonos). Los aminoácidos si- 
guientes a la cisteína modificada son elimínados, dejando la cisteína en el extre- 



rrTTTTT^^Ml 


Figúra 7 32 

Prenilación de una císteína en el extremo carboxilo 
terminaL El tipo de prenilación mostrada en el díbujo 
ocurre en proteínas codificadas por el oncogén ras y en 
proteínas de la envuelta nuctear (láminas nucleares). 
Estas proteínas terminan en u n residuo de cisteína se- 
guida de dos aminoácidos alifáticos (A) y otro aminoáci- 
do designado con la letra X, en el extremo carboxilo ter¬ 
minál. La primera etapa de fa modificacion es la adición 
de un grupo farnestlo, compuesto por 15 átomos de car¬ 
bono, a la cadena lateral de la cisteína (farnesilación). 
En s egu n do lugar, ocurre la eliminación proieolŕtica de 
los tres aminoácidos que siguen a la cisteína, y, final- 
mente, la metílación de ésta que ahora se encuentra en 
e! extremo carboxilo terminál. 
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Figúra 7.33 

Palmiloilación. El palmitato (un ácido graso de 16 átomos de carbono) es anadido a la 
cadena lateral de un residuo interno de eisteína. 


mo carboxilo terminál. Finalmente, un grupo metilo se aňade al grupo carboxilo 
de !a clstefna terminál. 

El signifícado biológico del proceso de prenilación se ha descubierto me- 
diante el uso de mutantes donde la falta de la eisteína en el extremo carboxilo 
terminál bloquea la asociadón de la proteína a la membrána y por tanto la fun¬ 
ción de las proteína Ras. Debído a que la farnesilación es una modificación 
relatívamenfe rara en las proteínas de la célula, el interes de ešte proceso radi- 
ca en la posíbilidad de poder usar fármacos como inhibidores de la enzima clave 
(farnesil transferasá) y poder aplicarlos en la terapia contra cänceres en los que 
están implieadas proteínas del oneogén ras. Estos inhibidores de la farnelisa- 
ción se han usadá para impedir el crecimiento de células tumorales en modelos 
experimentales y se ha demostrado su eficacia contra tumores humanos en 
diversos ensayos clínicos. 

El tercer tipo de modificación por adición de ácidos grasos es la palmitoila- 
ción, en la que el ácido palmítico (un ácido graso de 16 átomos de carbono) se 
une a los átomos de azufre de la cadena lateral de residuos internos de eisteína 
(Fíg. 7.33). Como la /V-miristoilación y la prenilación, la palmitoilación tiene un 
papel imporiante en el anclaje de atgunas proteínas a la čara citosólica de la 
membrána plasmática, 

Finalmente, los fípidos unldos a oíigosacáridos (glicolŕpidos) se aňaden a 
los grupos carboxilo terminál de algunas proteínas, sirviendo como anclaje de 
estas proteínas a la superficie externá de la membrána plasmática. Debido a 
que los glicolípidos unidos a estas proteínas contienen fosfatidilínosítol, normal- 
mente se llaman «anclas> de glicosilfosfatidilinositol, o GPI, (Fig. 7.34). Las 
porciones oligosacáridas del glicosilfosfatidilinositol se unen al grupo carboxilo 
terminál de las cadenas polipeptŕdicas. El grupo inositol dei fosfatídilinositol se 
une a su vez al oligosacárido, por tanto el grupo carbohidrato actúa como puen- 
te entre la parte de proteínas y las cadenas de ácidos grasos del fosfolípido. El 
glicosilfosfatidilinositol se sintetiza y une a las proteínas como una unidad en el 
retículo endoplásmico. Esta adición se acompaňa de la escisíón de un péptido 
de aproximadamente 20 amínoácidos del extremo carboxilo terminál de la cade¬ 
na polípeptídiea, La proteína modífícada šerá transportada a la superficie celu- 
lar, donde las cadenas de ácidos grasos del ancla de glicosilfosfatidilinositol 
medián su union a la membrána plasmática. 


Regulación de la función de las proteínas 

Una función imporiante de muchas proteínas es actuar como enzimas, necesa- 
rias para catafizar casi todas las reacciones bioiógícas. La regulación de la acti- 
vidad enzimática tiene un papel clave en el comportamiento celular. Esto se 
logra, en parte, a nivel de la expresión génica, que determina la cantidad de una 
enzima (proteína) sintetizada en la célula. Un nivel posterior de regulación se 
consigue mediante el control de la función de las proteínas, lo cual permrte a la 


Figúra 7.34 

Estructura de un ancía GPI. El glicosilfosfatidilinositol. unido al carboxilo terminál, ancla 
la proteína a la membrána plasmática. Éste se une al aminoácido en el extremo carboxilo 
terminál a través de una etanotamina, que está unida a un oligosacárido ťormado por 
residuos de manosa, AAacetilgalactosamina y glucosamina. El oligosacárido se une a su 
vez al grupo inositol del fosfatídilinositol. Los dos ácidos grasos del fosfolípido se insertan 
dentro de la membrána plasmática. El glicosilfosfatidilinositol del dibujo pertenece a la 
proteína Thy-1 de una rata. 
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célula regular no sólo la cantídad sino también la función de sus proteínas. La 
regulación de las actividades de algunas proteínas implicadas en la transcrip- 
ción y traducción ya se ha expuesto en éste capttulo y en el precedenie, y mu- 
chos más ejemplos de regulación de la función de las proteínas en el control del 
comportamiento celular se expondrán a lo largo del desarrollo de ešte libra. En 
ešte apartado se diseuten los tres mecanismos generales por los cuales se 
regulan las actividades de las proteínas celulares. 


Precursor 1 



Regulación por pequeňas moléculas 

La mayoría de las enzimas son reguladas por cambios en su conformación que 
provocan modificaciones en su actividad catalítica. En muchos casos estos 
cambios de conformación se producen por la unión de pequeňas moléculas, 
como aminoácidos o nucleótidos, que regulan la actividad enzimátíca, Ešte tipo 
de regulación es normalmente responsabte del control de vías metabólicas en 
las que hay mecanismos de inhibicíón feedback (retroinhibición), Por ejemplo, 
los productos finales de muchas rutas enzimáticäs (p. ej,, aminoácidos) inhĺben 
la enzima que cataliza la primera etapa de su síntesis; de esta manera se ase- 
gura una cantídad adecuada de producto y a su vez se evita su producción en 
exceso (Fig. 7.35), La retroinhibición es un ejemplo de regulación aiostéríca 
en la que una molécula reguladora se une a un sitío de la enzima distinto del 
centro activo (a/o= otro; estérico - sitío). La unión de esta molécula reguladora 
modífica la conformación de la proteína, con lo cual se produce un cambio en su 
centro activo, afectando a la actividad enzimátíca (véase Fig. 2.29). Muchos 
factores de transcripción (vistos en el Capítuio 6) también están regulados por 
la unión de pequeňas moléculas. Por ejemplo, la unión de lactosa al represor E. 
cofi íac índuce un cambio conformacional que impide que el represor se adhiera 
al ADN, En las células eucarióticas, las hormonas esteroideas controlan de for¬ 
ma similar la expresión gónica uniéndose a proteínas reguladoras de la trans- 
cripción. 

La regulación de los factores de traducción como EF-Tu por la unión del 
GTP (véase Fig. 7.13) es un ejemplo de otro mecanismo común de regulación 
de ta actividad de proteínas intracelulares. En ešte caso, la forma unida a GTP 
es la conformación activa, mientras que en la unida a GDP la proteína es inacti- 
va, Muchas proteínas celulares también son reguladas por la unión a GTP o 
GDP, Un ejemplo son las proteínas codificadas por el oncogén ras, muy estu- 
diadas por su papel en el control de la proliferación celular y en los cánceres 
humanos. Los análisis medíante cristalografŕa de rayos X de estas proteínas 
revelan diferencias conformacionales sutiles pero muy importantes entre la for¬ 
ma ínactiva unida a GDP y la forma activa unida a GTP (Fig. 7.36). Estas peque¬ 
ňas diferencias en la conformación de la proteína determinan que !a proteína 
Ras (en la forma activa unida a GTP) pueda interaccionar con su molécula dia- 
na, e inducir la división celular. La importancia de estas diferencias en la confor- 
mación de la proteína se muestra en eí hecho de que mutacíones en los genes 
ras contribuyen al desarrollo de aproximadamente el 15% de los cánceres hu- 
manos. Estas mutaciones alteran la estructura de las proteínas Ras de tal ma¬ 
nera que se mantienen indefinidamente en la conformación activa unida a GTP, 
actuando como una sena! continua para la división celular, y de esta manera 
promueven un crecimiento incontrolado de las células tumorales. Por el contra- 
rio las proteínas Ras normales (no mutadas) alternan entre las conformaciones 
de unión a GTP y de unión a GDP, de tal forma que sólo son activas bajo la 
influencia de ciertas hormonas o de factores de crecimiento que se encargan de 
controlar la proliferación celular en los organismos pluricelulares. 


Figúra 7,35 

Inhibicíón feedback. El producto final de una ruta bioquímica actúa como un inhibidor 
aiostéhco de la enzima que cataliza la primera reacción de la ruta. 
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Figúra 7.36 

Diíerenctas conformacionales entre proteínas Ras aefivas e mactivas. Las proteí¬ 
nas Ras alternan entre una forma activa unida a GTP y una inactiva unida a GDP, El 
principál efecto de la unlón a GTP f rente a la unión a GDP es el Gambia de conformación 
de dos regiones de Ja molécula, designadas regiones switch I y switch II. La parte de la 
proteína que forma complejo con GTP se representa en el dibujo en blanco, y la parte de 
unión ai GDP de switch \ y switch II se representan en azul y amarilio t respectivamente. El 
nucleótido de guanina se representa en rojo y el Mg^ en amarilío. (Cortesía de Sung-Hou 
Kim, Universidad de California, Berkeley.) 


Fosforilación de proteínas 

Los ejemplos expuestos en ia sección anterior implican uniones no covalentes 
de las proteínas con pequeňas moléculas inhibidoras o activadoras. Como no 
se forman enlaces covalentes, la unión de estas moléculas reguladoras a la 
proteína es reversible, permitiendo que la célula responda rápidamente a los 
cambios ambientales. Sln embargo, la actividad de muchas proteínas también 
se regula por modificaciones covalentes, Un ejemplo de ešte ti po de regulación 
es la activación de algunas enzímas por escisión proteolítica de precursores 
inactivos. Ya se ha mencionado previamente en ešte capítuio que las enzimas 
digestívas y las proteínas que participan en la coagulación sanguínea se regu- 
lan por ešte mecanismo. Sln embargo, puesto que la proteolisis es un proceso 
írreversible, es una vía de control de la actividad enzimática en vez de un meca- 
nísmo de activación y desactivación de las proteínas en respuesta a cambios 
ambientales. Por el contrarío, otras modificaciones covalentes —en concreto la 
fosforilación — son procesos reverstbles en el interior de la célula, y su función, 
al igual que la regulación alostérica, es activar o Inhibir de manera reversible 
una gran variedad de proteínas celufares en respuesta a seňales ambientales. 
La fosforilación de proteínas está catalizada por enzimas proteína quina- 
sas o proteín quinasas, la mayoría de las cuales transfieren un grupo fosfato 
desde el ATP a un grupo hidroxíío de la cadena laterai de un residuo de serina, 
treonina o tirosina (Fig + 7.37). Las proteínas quinasas son una de las familías de 
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Figúra 7.37 

Proteína quinasas y fosfatasas. Las 

proteína quinasas cataiizan la transferen- 
cia de un grupa fosfato desde el ATP a la 
cadena laterai de la serina y treonina (pro¬ 
teína serina/treonina quinasas) o de la ti¬ 
rosina (proteína-tirosina quinasas), Las 
proteína fosfatasa s cataiizan ta efimina- 
ción mediante hidrólisis de los grupos fos¬ 
fato de estos mismos aminoácidos. 
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proteinas ms's grandes en eucariotas, constituyendo aproximadamente eJ 2% 
de los genes eucariotas, La mayoría de las proteína quinasas fosforifan la seri- 
na y ta treonina o la tirosína: estas enzimas se llaman proteína-serina/treonina 
quinasas o proteína-tirosina quinasas, respectivamente. La fosforilación de 
las proteínas se revíerte por las enzimas proteína fosfatasas o proteín fosfa¬ 
tasas, que catalizan la hidróíäsís de un grupo fosfato de un aminoácído fosforila- 
do. Como las proteína quinasas, la mayoría de las proteína fosfatasas son es- 
pecíficas de serina y treonina o de tírosina, aunque algunas proteína fosfatasas 
reconocen cualquiera de los tres fosfoaminoácidos. 

La acción combínada de la quinasas y las fosfatasas média la fosforilación 
reversible de muchas proteínas celufares, Con frecuencia las proteína quinasas 
participan en vías de transducción de seňales en las que una quinasa fosforila 
una segunda quinasa que puede actuar a su vez sobre otra quinasa. La acción 
secuencial de varias proteína quinasas puede transmitir una seňal reeibida en la 
superfide celular a una proteína dtana en el interior de la célula, cuyo efecto 
final son cambios en el comportamíento celular en respuesta a estímulos am- 
bientales. 

El modelo de la acción de las proteína quinasas proviene de los estudios 
realizados por Ed Fischer y Ed Krebs en 1955 sobre el metabolismo del glucó- 
geno. En las células musculares la hormona epinefrina (adrenalina) provoca la 
degradación del glucógeno a glucosa-1 -fosfato, proporcionando energia para la 
contracción muscular. La glucogenólisis está catalizada por la glucógeno fosfo¬ 
rilasa, que está regulada por una proteína quinasa (Fíg. 7.38). La epinefrina se 
une a su receptor en la superfície de la célula desencadenando la conversión de 
ATP en AM P cíclico {AMPc), el cual se une y activa a una proteína quinasa, 
llamada proteína quinasa dependiente de AMPc. Esta quinasa fosforila y activa 
una segunda proteína quinasa denominada fosforilasa quinasa. La fosforilasa 
quinasa fosforila y activa la enzima glucógeno fosforilasa que conduce a la pro- 
ducción de glucosa. Estas fosforiiacíones encadenadas que activan a la fosfori¬ 
lasa quinasa primero y a la glucógeno fosforilasa después, pueden ser reverti- 
das por enzimas fosfatasas específicas, de tal manera que la eliminacíón del 
estímulo iniciál (epinefrina) inhibe la degradación del glucógeno. 

La vía de seňalización que provoca la activación de la glucógeno fosforilasa 
se inicia por la unión de pequeňas moléculasa la superfide celular—la epinefri¬ 
na se une a su receptor y el AMPc se une a la proteína quinasa dependiente de 
AMPc—. La seňal entonces se transmíte a las dianas intracelutares mediante la 
acción secuencial de las proteína quinasas. Rutas similares, en las que partíci- 
pan enzimas quinasas y fosfatasas, están implicadas en la regulación de casi 
todos los aspectos del comportamiento en las células eucariotas (véanse Caps. 
13 y 14). Las alteraciones de estas vtas, relacionadas con alteraciones de las 
proteína quinasas, también son responsables de muchas enfermedades aso- 
ciadas con una regulación inadecuada del crecimiento y diferenciación celular, 
en particular con ef desarrolfo del cáncer. 

p ese a q ue | a fosforilación es el tipo más frecuente y mejor estudiado de 
modificacíón covafente que regula la actividad proteica, otros tipos de modífica- 
ciones proteicas también juegan papeies importantes. Éstas incluyen la metila- 
ción y acetilación de residuos de lisina (vistos en el Capítulo 6) ? además de la 
adicíón de grupos NO a la cadena lateral de residuos de cisteína (nitrosílación). 


Figúra 7.38 

Regulación de Ja degradación del glucógeno por fosforilación de las proteínas. La 

unión de epinefrina (adrenalina) a receptores de ta superfície celular provoca la produc- 
ción de AMR ciclico (AMPc), que activa una proteína quinasa dependiente de AMPc. Esta 
enzima fosforila y activa la fosforilasa quinasa que, a su vez, fosforila y activa la glucóge¬ 
no fosforilasa. La glucógeno fosforilasa cataliza la degradación del glucógeno a glucosa- 
1 -fosfato. 
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Adicionalmente, se ha sugerido que la Oglícosiiación de proteínas nucleares y 
citosólicas puede desempeňar un papel regulador. 

Interacciones proteína-proteína 

Muchas proteínas están formadas por múltiples subunidades, cada una de las 
cuales es una cadena polipeptídica independiente. En algunas proteínas fas su¬ 
bunidades son idénticas; en otras proteínas las subunidades son dos o más poli- 
péptidos distintos. En cualquier caso la interacción entre los distintos polipéptidos 
es fundamental en la reguiación de la activídad de la proteína. La importancia de 
estas interacciones es evidente en muchas enzimas alostéricas, como la asparta- 
to transcarbamiiasa, en la que la unión de una molécula reguladora aitera la con- 
formación de la proteína por cambios en las interacciones entre las subunidades. 

Muchas enzimas también están reguladas por interacciones proteina-pro- 
teína. Un buen ejemplo es la proteína quinasa dependiente de AMPc, constitui- 
da por dos subunidades reguladoras y dos catalíticas (Fig. 7.39). En esta con- 
formación la proteína está inactiva; las subunidades reguladoras inhiben la 
actividad enzimática de tas subunidades catalíticas. La enzima se activa por la 
unión del AMPc, el cual se une a las subunidades reguladoras provocando un 
cambio conformacional que conduce a la disociación del complejo; las subuni¬ 
dades catalíticas libres son proteína quinasas enzimáticamente activas. Por 
tanto el AMPc actúa como un regulador alostérico alterando las interacciones 
proteína-proteína. 

Las proteínas reguladoras de la transcripción, tratadas en el Cap. 6, propor- 
cionan otro ejemplo importante de las interacciones proteína-proteína. Muchos 
factores de transcripción eucariotas funcionan como activadores o represores 
mediante interacciones proteína-proteína con otros componentes de la maqui- 
naria responsablede la transcripción. Como se tratará en capítulos posteriores, 
interacciones proteína-proteína similares, que a su vez pueden ser reguladas 
por la unión de pequeňas moléculas y por procesos de fosforilación, desempe- 
ňan, un papel fundamental en el controi de muchos aspectos diferentes del 
comportamiento celular. 




Activa 



Degradación de proteínas 

La cantidad de proteínas en la célula está regulada no sólo por su tasa de sínte- 
sis sino también por su tasa de degradación, La vída média de las proteínas 
celulares es muy variable, desde pocos minutos a varios días, y las diferencias en 
la tasa de degradación de proteínas es un aspecto importante en la reguiación 
celular. Muchas proteínas que son degradadas rápidamente actúan como molé¬ 
culas reguladoras, como por ejemplo los factores de transcripción. El rápido reci- 
claje de estas proteínas es necesario para que sus niveles se ajusten rápidamen- 
te en respuesta a los estímulos externos. Otras proteínas se degradan en 
respuesta a seňales específicas, siendo otro mecanismo de reguiación de la activi¬ 
dad enzimática intracelular. Además, las proteínas defectuosas o daňadas son re- 
conocidas y rápidamente degradadas en el interior de la célula, por lo que se elimi- 
nan las consecuencias de los errores producidos durante la síntesis de proteínas. 
En células eucariotas son dos las rutas principales que se encargan de la degrada¬ 
ción de proteínas: la vía de la ubiquitina-proteasoma y la proteólisis lisosómíca. 


Figúra 7.39 

Reguiación de la proteína quinasa de¬ 
pendiente de AMPc. En el estado inacti- 
vo, la enzima consta de dos subunidades 
reguladoras (R) y dos subunidades catali- 
ticas (C). El AMR cíclíco se une a las su¬ 
bunidades reguladoras e induce un cambio 
conformacional que provoca su disocia¬ 
ción de las subunidades catalíticas. Las 
subunidades catalíticas libres son enzí- 
máticamente activas. 


Vín de la ubiqu itia a -pro t e a so nt a 

La ruta principál de la degradación selectiva de proteínas en células eucariotas 
usa la ubiquitina como un marcador de proteínas citosólicas y nucleares para 
una rápida proteolisis (Fig. 7.40). La ubiquitina es un polipéptido formado por 76 
aminoácidos altamente conservado en las células eucariotas (levaduras. ani- 
males y plantas), Las proteínas quedan marcadas para su degradación medián- 
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te la unión de la ubiquitina al grupo 
amino de ta cadena laíeral de un resi- 
duo de lisina. Moléculas de ubiquitina 
adicionales se aňaden poste riormerv 
te para formar una cadena de varias 
ubiquítinas. Estas proteínas poliubi- 
quitinadas son reconocidas y degra- 
dadas por un gran compiejo con múl- 
típies subunidades y con actividad 
proteasa llamado proteasoma. En 
ešte proceso la ubiquitina se Jibera : 
de tal manera que puede reutilizarse 
para otro delo de degradacíón de pro¬ 
teínas. Es de destacar que tanto la 
unión de ia ubiquitina como la degra- 
dación de !as proteínas mareadas re- 
quieren energia en forma de AT P. 

Debido a que la unión de la ubiqui- 
tína marca las proteínas para una in- 
mediata degradación, ta estabílidad de 
muchas proteínas se determína por su 
capacidad para ubiquitinarse. La ubi- 
quitinación es un proceso que oeurre 
en varias etapas. En primer íugar, la 
ubiquitina es activada por la unión a 
una enzima activadora de ubiquitina, El. La ubiquitina posteriormente se transfie- 
re a una segunda enzima denominada enzima conjugante de la ubiquitina (E2), 
Finalmente la ubiquitina se transfiere a una proteína diana a través de una tercera 
enzima llamada ubiquitina lígasa o E3, que es responsable del reconocimiento 
selectivo de los sustratos de proteínas adecuados, La mayoría de las células 
contienen un único tipo de enzima E1 ? pero tienen varios tipos de E2 y varias 
familias de enzimas E3, Distintos miembros de la família de enzimas E3 recono- 
cen distintos sustratos de proteínas, y es la especificidad de estas enzimas lo que 
marca selectivameňte las proteínas celufares para ta degradación por el compiejo 
ubiquítína-proteasoma. 

Un gran numero de proteínas que controlan procesos celuiares fundamente- 
les, como la expresión génica y la proíiferación celular, son dianas para los 
procesos de ubiquitinación y proteolisis. Un ejemplo interesante de esta degra¬ 
dación controlada lo proporcionan las proteínas (conocídas como ciclinas) que 
reguian la progresíón a través del delo celular de las células eucariotas {Fig. 
7.41). La entrada en mitosis de las células eucariotas estä controlada en parte 
por ia ciclina B, que es una subunídad reguladora de una proteína quinasa lla¬ 
mada Cdc2 (véase Cap. 14). La asociación de la ciclina B con la enzima Cdc2 
es necesaria para Ja activación de la quinasa Gdc2, que inicia los procesos que 
oeurren en la mitosis (incluyendo la condensación de los cromosomas y el de- 
sensamblaje de la envoltura nuclear) mediante la fosforilación de varias proteí¬ 
nas celuiares. La Cdc2 también activa un sŕsterna de proteolisis medíada por 
ubiquitina que degrada la ciclina B cerca del finaf de la mitosis. La degradación de 
la ciclina B inactiva a Cdc2, permitiendo que la célula salga de la mitosis y entre 
en la interfase del siguiente ciclo celular. La ubiquitinación de Ja ciclina B es un 
proceso altamente selectivo, guiado por una secuencia de 9 aminoáctdos en la 
ciclina B llamada caja de destruccíón. Las mutaciones de esta secuencia impiden 
la proteolisis de la ciclina B, lo que provoca que la célula se detenga en la mitosis. 
De esta manera se demuestra la importancia de la degradacíón de proteínas en 
el control de los procesos de la dívisión celular. 

Pese a que la ubiquitinación generalmente dirige las proteínas hacia la de¬ 
gradación, la adición de ubiquitina a algunas proteínas puede cumplir otras fun- 


Ubiquítina 



Figúra 7.40 

Via de la ubiquitlna-proteasoma. Las proteí¬ 
nas son mareadas para una rápida degradación 
mediante la unión covalente de varias moléculas 
de ubiquitina. La ubiquitina* primero, se activa 
por la enzima E1. La ubiquitina activada se trans¬ 
fiere a una de las distintas enzimas conjugantes 
de la ubiquitina (E2). En la mayoría de los casos, 
la ubiquitina se transfiere posteriormente a la ubi- 
quítina ligasa (E3) y luego a una proteína diana 
específica. Más moléculas de ubiquitina se aňa¬ 
den posteriormente y la proteína poliubiquitinada 
es degradada por un compiejo con actividad pro¬ 
teasa (proteasoma). 
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Figúra 7.41 

Degradación de la ciclina durante el ot¬ 
elo celular. La progresíón de las células 
eucariotas a través del ciclo celular es 
controlada en parte per la síntesis y de¬ 
gradáciou de la delína B. una subunidad 
reguladora de la p rote í na quinasa Cdc2. 
La síntesis de ciclina B durante la interfa¬ 
se lleva a la formación de un complejo ac- 
tivo ciclina B-Cdc2 que induce la entrada 
en mitosis. La degradadón rápida de la ci¬ 
clina B provoca la inactivación de la quina¬ 
sa Cdc2, permitiendo que la célula salga 
de mitosis y entre en la interfase del si- 
guiente delo celular 


dones, Por ejempío, la ublquitinación de ciertas proteínas sirve como mareador 
para la endocitosis, y la ubiquítinación de hístonas puede constituir un elemente 
del «código de hi$tonas» estudiado en el Capŕtulo 6. Adicionalmente, las proteí¬ 
nas pueden ser modifícadas por la un ión de otros polipéptidos reiacionados con 
la ubiquitina como S U MO (small ubiquitin-related modifieŕ ), que sirve para dirigir 
proteínas al núcleo y para la localización en dominios subnucleares (estudiado 
en el Capítulo 8). 


Pro t e ólisis lisosô m ic a 

La otra ruta principál de degradadón de proteínas en las células eucariotas 
supone ta entrada de las proteínas a los lisosomas, Los lisosomas son orgänu- 
los rodeados de membrána que contienen una šerie de enzimas digestivas, 
incluyendo distíntos tipos de proteasas (véase Cap. 9). Los lisosomas tienen 
múltiples funciones en el metabolismo celular, incluyendo la digestión de proteí¬ 
nas extracelulares que entran en la célula por endocitosis, asi como el reciclaje 
gradual de orgánulos citoplasmátícos y proteínas citosóltcas. 

El que las proteasas y otras enzimas digestivas estén contenidas en el inte- 
rior de los lisosomas prevtene la destrucción incontrolada de los distintos com- 
ponentes celulares. Por lo tanto, para que oeurra la proteólisis lísosómíca, las 
proteínas de la célula primero deben entrar en los lisosomas. Un mecanismo de 
captura de las proteínas celulares, la autofagia, se produce mediante la forma- 
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Figúra 7A2 

Sistema lisosómico. Los lisosomas con- 
tienen varios tipos de enzimas digestivas, 
íncluyendo proteasas. Los lisosomas cap- 
turan las proteínas mediante la fusión de 
éstos con vesículas autofagosómicas, És- 
tas se forman al quedar envueltas zonas 
del citoplasma o distintos orgánulos en 
vesículas membranosas originadas en eJ 
retícufo endoplásmico, Esta fusión origina 
un fagolisosoma que digiere el contenido 
del autofagosoma. 


PALABRAS CLAVE 


ARNt, anticodón, aminoacil ARNt 
slntetasa 


ribosoma, ARNr 



Mitocondrla 


Autofagosoma 


Fagolisosoma 
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ción de vesículas (autofagosomas) detal rnanera que pequeňas áreas del dto- 
plasma u orgánulos citoplasmáticos se rodean de membrána que procede de! 
retículo endoplásmico (Fíg, 7.42), Estas vesículas se fusionan con los lisosomas 
y las enzimas lisosómicas digestivas se encargan de digerir su contenido. La 
captura de proteínas en los autofagosomas parece ser un proceso no selectivo, 
con lo cua! ocasiona una degradación de proteínas citosólicas de vída larga. 

La autofagia está regulada en respuesta a la disponibilidad de nutrientes y 
durante el desarrollo de los organismos multícelulares. La autofagia generál- 
meňte se actíva bajo condíciones de ausencta de nutrientes, permitiendo a las 
células degradar proteínas no esenciales y orgánulos para que puedan reutili- 
zarse sus componentes. Además, la autofagia juega un pape! importante en 
diversos procesos del desarrollo, como la metamorfosis de insectos, que ímpli- 
ca una amplia remodelación de los tejidos y degradación de componentes celu- 
lares. 


RESUMEN 

TRADUCCIÓN DEL ARNrti 


ARNs de transferertcia : Los ARNs de transferencia sirven como adaptado 
res que alinean los aminoácídos en el molde de ARNrrr Las aminoacil ARNt 
sintetasas unen los amínoácidos a los ARNt correspondientes, fos cuales se 
unen a los codones del ARNm por complementaríedad de bases, 

Ribosomas: Los ribosomas están formados por dos subunidades, com- 
puestas de proteínas y ARNs ríbosómieos. Ef ARNr 23S es el principál catali- 
zador de la formación del enlace peptídico. 





C a p f t u i o 7 * S í n t e s i s de proteínas, procesamiento y regulación • 317 


Organización de los ARNm e iniciación de la traducción: La traducción 
de los ARNm procariotas y eucariotas se inicia con un residuo de metionina. 
En bacterias, los codones de iniciación están precedidos por una secuencia 
que alinea el ARNm en los ribosomas con el ARN 16S por apareamiento de 
pares de bases. En eucariotas, los codones de inciación se ideníifican por e! 
rastreo a partir del extremo 5’ del ARNm, que es identificado porque tiene 
una caperuza («cap») de 7-metil guanosina. 

Proceso de traducción: La traducción se inicia por la unión del metionil 
ARNt y el ARNm a la subunidad ribosómica pequeňa. La subunidad ri- 
bosómica grande se une ai complejo y la cadena polipeptidica crece hasta 
que el ribosoma encuentra un codón de terminación en e! ARNm. Varios 
factores no ribosómicos son necesarios para los procesos de iniciación, 
elongación y terminación tanto en las células procariotas como eucariotas. 

Regulación de la traducción: La traducción de los distintos ARNm puede ser 
regulada por la unión de proteínas represoras y proteínas que localizan los 
ARNm a regiones especfficas de las células. La poliadenilación controlada 
del ARNm también es un mecanismo importante para la reguiación de la traduc¬ 
ción durante el desarrollotemprano. Adicionalmente, la traducción de algunos 
ARNm está controlada por ARNs no codificiantes que dirigen la degradación 
de ARNm homólogos mediante la interferencia de ARN. Finalmente la activi- 
dad traduccional generál de las células puede ser regulada por ía modificación 
de los factores de iniciación. 

PLEGAMIENTO Y PROCESAMIENTO DE PROTEÍNAS 

Chaperonas y plegamiento de proteínas: Las chápe ronas moleculares fa- 
cilitan el plegamiento intracelularde las cadenas polipeptídicas en la confor- 
mación tridimensional apropiada mediante la unión a y la estabilización de 
cadenas polipeptídicas desplegadas o parcialmente plegadas. 

Enzimas y plegamiento de proteínas: AI menos dos tipos de enzimas, la 
proteína disulfuro isomerasa y la peptidil prolil isomerasa, catalízan el plega¬ 
miento de proteínas. 

Escisión de proteínas: La proteólisis es u n mecanismo importante en ei 
procesamiento de muchas proteínas. Por ejemplo, las proteínas secretadas 
y las proteínas incorporadas a la mayoría de los orgánulos son marcadas 
para dirigirse a sus destinos mediante secuencias amino terminales que son 
eliminadas por escisión de proteínas cuando las cadenas polipeptídicas pa- 
san a través de la membrána. 

Glicosilación: Muchas proteínas eucariotas, en particutar las secretadas y 
las incorporadas a la membrána plasmática, son modificadas por la adición 
de carbohidratos en el retículo endoplásmico y en el aparato de Golgi. 

Unión de lipidos: Con frecuencia, la unión de lípidos por enlaces covalentes 
marca y ancla las proteínas a la membrána plasmática, 


REGULACIÓN DE LA FUNCIÓN DE LAS PROTEÍNAS 

Regulación por pequeňas moléculas. Muchas proteínas están reguladas por 
la unión de pequeŕias moléculas, como aminoácidos y nudeótidos, que inducen 
cambios en la conformación y actividad de Sas proteínas. 

Fosforilación de proteínas: La fosforilación reversible controla la actividad 
de una gran variedad de proteínas celulares, y es debida a la actividad de 
proteína quinasas y fosfatasas. 
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ubiquitina, proleasoma 


lísosoma, autofagia 


Preguntas 

1. E. coíi contiene 64 codones dtferen- 
tes en sus ARNm, 61 de los cuales codifi- 
can aminoácidos. iCômo pireden sinteti- 
zar proteínas si sólo poseen 40 ARNt 
difereníes? 

2. i En qué dirección traduce un riboso- 
ma a un ARNm, y en qué dirección es 
sintetizada la cadena polipeptŕdiea? 

3. Desea expresar un ADNe (ADN com- 
plementario) eurcariótico clonado en 
bacterias. ^Qué tipo de secuencia debe 
anadirpara que ese ARNm sea traducido 
po r los ribosomas procariotas? 

4. Díscute las evidencias de que eí 
ARN ribosomico es el principál compo- 
nente catalitico del ri boso ma. 
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a existencia del núcleo es la garagterística principal que diferencia fas 



células eucariotas de las células procariotas, Por contener el genoma 


Lh celular, el núcleo sirve de almacén de la informaeión genética y como 
centro de control celular La replicación del ADN, la transcripción y el procesa- 
miento dei ARN ocurren en el interior del núcleo, y sólo la última etapa de la 
expresión génica (traducción) tiene lugar en el citopiasma. 

Debido a que la envuelta nuclear separa el genoma del citopiasma, la expre¬ 
sión génica está regulada por mecanismos exclusivos de los organismos euca¬ 
riotas. Mientras que los ARNm procariotas son traducidos a la que vez que 
ocurre la transcripción, los ARNm eucariotas sufren procesos postranscripcio- 
nales (p. ej., corte-em palme o spficing ) antes de ser transportados desde el 
núcleo al citopiasma. La presencia de un núcleo, portanto, permite que la ex¬ 
presión génica sea regulada por mecanismos pastranscripcionales, como el 
spficing alternatívo. Debido a que la envuelta nuclear limita el acceso de las 
proteínas al materiál genético, proporciona nuevas posibilidades para el control 
de la expresión génica a nivel de la transcripción. Por ejemplo, la expresión de 
algunos genes eucariotas se controla a través de la regulación del transporte de 
los factores de transcripción desde el citopiasma al núcleo—un mecanismo de 
regulación iranscripciona! inexistente en procariotas—. Por lotanto, la separa- 
ción entre el genoma y el lugar de la traducción del ARNm desempeňa un papel 
fundamenta! en la expresión génica en las células eucariotas. 


Envuelta nuclear y tráfico entre el núcleo 
y el citopiasma 

La envuelta nuclear separa e! contenido del núcleo del citopiasma y proporciona 
un armazón estructural al núcleo. Las membranas nucleares actúan como una 
barrera selectiva que impide el libre paso de las moléculas entre el interior nu¬ 
clear y el citopiasma, manteniéndolos como dos compartlmentos metabólica- 
mente independíentes. Los unicos canales en la envuelta nuclear están repre- 
sentados por los complejos de poro nucleares, que permiten un intercambío 
controiado de moléculas entre el núcleo y el citopiasma El tráfico selectivo de 
proteínas y ARNs a través de los complejos de poro nucleares no sólo mantiene 
la composición interná del núcleo sino que tiene un papel clave en la regulación 
de la expresión génica. 


323 



324 • Sección III • Estructura y función celulares 



(O 



Figúra 8.1 

Envuelta nuclear. (A) Micrografía elec- 
trónica de un núcleo. Las membranas nu- 
cleares interná y externá se un en en los 
compfejos de! poro nuclear (flechas). (B) 
La micrografía electrónica muestra la 
contínuidad de la membrána nuclear ex¬ 
terná con el retículo endoplásmico. (C) 
Esquema de la envuelta nuclear. La 
membrána nuclear interná está en con- 
tacto con la lámina nuclear, que sirve de 
anclaje para la cromatina. (A. Dávid M. 
Phillips/Photo Researchers, Inc; B, corte- 
sía del D r. Werner W. F ranke, Germán 
Cancer Research Center, Heidelberg.) 
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Estructura de la envuelta nuclear 

La envuelta nuclear posee una estructura compleja, constituida por dos mení“ 
branas nucíeares, la lámina nuclear en su čara interná y por los complejos de 
poro nucteares (Fig. 8.1). Ei núcleo está delimitado por un sistema de dos mem¬ 
branas concéntricas, las membranas nucleares interná y externá. La membrá¬ 
na nuclear externá se continua con la membrána del retículo endoplásmico, por 
lo que hay una comunicación directa entre el espacio intermembrana y el lumen 
del retículo endoplásmico. Además la membrána nuclear externá es funcionat- 
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meňte similar a la del retícuto endoplásmico (véase Cap. 9) y también posee 
ribosomas adhertdos a su superficie citoplasmática. Por el contrario, la mem¬ 
brána nuclear interná tiene proteinas únicas que son específicas para el núcleo, 
como aquellas que unen la matriz nuclear de láminas (estudiada más adelante). 

La función principál de ias membranas nucteares es actuar como una barre- 
ra que separa el contenido del interíor nuclear del citoplasma. Como otras mem¬ 
branas celulares, la membrána nuclear es una bicapa fosfolipídica, permeable 
sólo a pequeňas moléculas apolares (véase Fig. 2.49). Otras moléculas son 
incapaces de difundir a través de esta bicapa fosfolipídica. Las membranas in¬ 
terná y externá se unen en los complejos de poro nuclear, siendo los únicos 
canales que permiten el paso de pequeňas moléculas polares y de macromolé- 
culas a través de la envuelta nuclear (Fig. 8.2). Como se estudiará en la sección 
siguiente. el complejo del poro nuclear es una estructura compleja responsable 
del tráfico selectivo de proteinas y de ARNs entre el núcleo y el citoplasma. 



■ 1 


0,5 


Figúra 8.2 

Micrografía electrónica que muestra 
los poros nucleares. Se observan mu- 
chos poros nucleares (flechas) en esta 
preparadón por criofractura de la envuel¬ 
ta nuclear. (Photo Besearchers, Inc.) 


Figúra 8.3 

Micrografía electrónica de la lámina 

nuclear. La lámina es una red de filamen- 
tos por debajo de la membrána nuclear In¬ 
terná. (De U. Aebi, t. Cohn ŕ L. Buhle y L. 
Gerace, 1986. Náture 323:560.) 
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F ti am ento 



Figúra 8.4 

Modelo de ensamblaje de las Jámi- 
nas. Las láminas forman dímeros en los 
que las regiones centrafes en 2 -hélice de 
dos cadenas polipeptídicas se enrollan 
ona sobre otra, Un nivel superior de en¬ 
samblaje séria la asociación cabeza con 
cola de los dmneros para farmár poJíme- 
ros lineales y la asociación en paralele de 
éstos para constituír filamentos 


Subyacente a la membráne nuclear interná se locaiiza la fámina nuclear, 
una red fibrosa que proporcíona soporte esíructural al núcleo {Fíg, 8.3), La lámi- 
na nuclear está compuesta por una o varias proteínas relacionadas llamadas 
láminas. For ejemplo, la mayoría de las células de mamŕferos contienen cuatro 
tipos distintos de láminas llamadas A ? B 2 y C. Todas las láminas son proteL 
nas fibrosas de 60 a 80 Kilodaltons (kDa), relacionadas con las proteínas de los 
filamentos íntermedios dei citoesqueieto (véase Cap. 11). Al igual que las otras 
proteínas de los filamentos íntermedios, las láminas se ensamblan entre ellas 
para formar filamentos (Fig. 8.4). El primer nivel de asociación es la interacción 
entre dos láminas para formar un dfmero en el que las zonas s-hélice de dos 
polipéptidos están enrolladas una alrededor de otra en una estructura llamada 
«bobina o espiral enrollada» (coifed coil). Los dímeros se asocian entre si dan- 
do lugar a los filamentos que constítuyen la lámina nuclear. La asociación entre 
las láminas y la membrána nuclear interná estä facilitada por la adición postra- 
duccional de lípidos —en particular, la prenilación de los residuos de cisteína 
carboxilo termínales (véase Fig. 7.32)—. Además, las láminas interaccionan 
con proteínas de la membrána nuclear interná, mediando su uníón a la envuelta 
nuclear y localizando y organizándolas en el interior nuclear. 

Una matriz de láminas nucleares de organizacíón mucho más laxa se extien- 
de hacia el interior del núcleo. Estas láminas sírven como sitíos de uníón para la 
cromattna. La cromatina en el interior del núcleo se organiza en grandes budeš 
de ADN, y regiones específicas de estos bucles se unen a la matriz de láminas. 
La organizacíón laminar normál es esencia! para ía replicación del ADN y puede 
jugar un papel en la regulación de la transcripción. 


Complejo del poro nuclear 

Los complejos det poro nuclear son los únicos canales a través de los cuales 
pueden viajar pequeňas moiéculas polares, íones y macromoléculas (proteínas 
y ARNs) entre el núcleo y el citoplasma, El complejo del poro nudear es una 
estructura muy grande con un diámetro de aproxímadamente 120 nm y un peso 
molecular estimado de aproximadamente 125 milfones de daltons —unas 30 
veces el tamano de un ribosoma—. En los vertebrados, el complejo del poro 
nudear está compuesto por 50-100 proteínas distintas. Mediante el control del 
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tráfico de moíéculas entre el núcleo y el citoplasma, el eompiejo dei poro nuclear 
tiene un papel fundamental en la fisiologŕa de todas las células eucariotas, Las 
moléculas de ARN que son sintetizadas en el núcleo deben ser exportadas de 
manera eficiente al citoplasma, donde intervienen en la síntesís de proteínas. 
Por otro lado, las proteínas necesarias para las funciones nucleares (p. ej., fae- 
tores de transcripción) deben entrar en el núcleo procedentes de los lugares de 
síntesis en el citoplasma. Además, muchas proteínas sufren un trasiego conti- 
nuo entre el núcleo y el citoplasma, 

Dependiendo de su tamaňo, las moléculas pueden pasar a través de! com- 
plep dei poro nuclear mediante uno de dos mecanismos diferentes (Fig. 8.5). 
Las moléculas pequeňas y algunas proteínas con un peso molecular inferíor a 
50 kDa. pasan libremente a través de la envuelta nuclear en ambas dírecciones: 
dei citoplasma al núcleo o dei núcleo ai citoplasma indístintamente. Estas molé¬ 
culas dífunden de manera pasíva a través de los canaíes acuosos abiertos T los 
cuales tienen un diámetro estimado de aproximadamente 9 nm, en el interior dei 
eompiejo dei poro nuclear. La mayoría de las proteínas y ARNs, sin embargo, 
no son capaces de pasar por estos canales abiertos. Estas macromoléculas 
atraviesan el eompiejo dei poro nuclear mediante u n proceso activo, en el que 
las proteínas y los ARNs adecuados son reconocídos y transportados selectiva- 
mente en una direccíón específica (dei núcleo al citoplasma o de! citoplasma al 
núcleo). 

La visuafización de los complejos dei poro nuclear por microscopía electróni- 
ca revela una estructura con una simetría de octámero organízada alrededor de 
un canal centrál grande (Fig. 8.6). que es la vía que utilizan las proteínas y los 
ARNs para atravesar la envuelta nuclear. Otros estudäos estructuraies más de- 
taliados, incluyendo el análisis de imágenes por ordenador, han permitídocons- 
truir modelos tridimensionales dei eompiejo dei poro nuclear (Fíg, 8,7). Estos 
modelos muestran que el eompiejo dei poro nuclear está formado por ocho ra- 
dios ensamblados alrededor de un canal centrál. Estos radios están unidos a 
dos anillos, uno en la superficie nuclear y otro en la citoplasmática, y esta es¬ 
tructura de radio-aníllo está anclada a la envuelta nuclear en los sitios de fusión 
entre las membranas nuclear interná y externá, Filamentos de proteínas se ex- 
tíenden desde el anillo citopfasmático y nuclear. formándose una estructura ca- 
racterística en forma de cesta en el lado nuclear. Cambios en la conformación 
dei canal centrál durante el paso de macromoléculas modifican su apertura des¬ 
de 9 nm hasta 40 nm, lo que es lo suficíentemente amplio como para acomodar 
a las mayores partículas capaces de atravesar la envuelta nuclear. 
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Figúra 8.5 

Tráfico molecular a través de los com¬ 
plejos dei poro nuclear. Las moléculas 
pequeňas son capaces de atravesar rápí- 
damente los canales abiertos dei comple- 
jo dei poro nuclear por dšfusión pasiva. 
Por el contrarío, las macromoléculas son 
transportadas por mecanismos selectivos 
dependientes de energia que intervienen 
principaEmente para importar proteínas al 
núcleo y experta r ARNs al citoplasma. 


Figúra 8.6 

Micrografŕa electrónica de los comple¬ 
jos dei poro nuclear. En esta vista fron¬ 
te!, los complejos dei poro nuclear parecen 
estar constituidos por ocho subunidades 
estructuraies alrededor de u n canal cen¬ 
trál. (Cortesía dei Or. Ron Milligan, The 
Scripps Research Inštitúte.) 
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Figúra 8 ,7 

Modelo del complejo del poro nuclear, 

El complejo se organ iza en ocho radios 
unidos a sendos anillos en la čara cito- 
plasmática y nuclear do la envuelta nu- 
clear Teda la estructura radlo-anillo se 
ensambla alrededor de un canal centrál. 
Los filamentos citoplasmäticos se extíen- 
den desde el anillo citopiasmático, y los fi- 
lamentos que forman la estructura en for¬ 
ma de cesta se extienden desde el anillo 
nuclear. 
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Transporte selectivo de proteinas desde t/ hada el núcleo 

Ei meeanismo del tráfico selectivo a través de ia envuelta nuclear se encuentra 
major caracterizado en el caso de las proteinas que son importadas desde el 
citoplasma al núcleo. Estas proteinas son las responsables de todas las carac- 
terístícas de la estructura y de la función del genoma; incluyen las histonas, las 
ADN polimerasas, las ARN polimerasas, factores de transcripción, factores de 
spiicing y muchas otras. Estas proteinas se etiquetan para ser destínadas al 
núcleo con secuencias de aminoácidos específicas, denominadas seňales de 
localización nuclear, que dirigen su transporte a través dei complejo del poro 
nuclear. 

AJan Smith y colaboradores, en 1984, caracterizaron en detaile la prirnera 
sena! de localización nuclear. Estos investigadores estudiaron el antigeno T del 
vírus de simio SV40, una proteŕna codificada por el virus que inicia la replicación 
del ADN viral en las células infectadas {véase Cap. 5). Como era de esperar en 
una proteína que interviene en ia replicación, el antigeno T se suele localízar en 
el núcleo. La seňal responsable para su localización nuclear se identificó al en- 
contrarse que una mutación en un único residuo de lisina tmpíde que el antigeno 
T se transporte al núcleo, lo que da lugar a su acumulación en el citoplasma de 
la célula infectada. Estudios posteriores caracterizaron la seňal de localización 
nuclear dei antigeno T como una secuencia formada por siete aminoácidos: 
Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-VaL Esta secuencia no sólo era necesarta para el 
transporte nuclear del antigeno T r sino que al aňadirse a otras proteinas, nor- 
malmente citoplasmáticas, causaba su acumulación en el núcleo. 

Desde entonces se han identificado seňales de localización nuclear en mu¬ 
chas otras proteinas, La mayona de estas secuencias, como la del antigeno T, 
son cortas y rícas en aminoácidos básicos (lisina y arginina). En muchos otros 
casos, sin embargo, los aminoácidos que forman la seňal de localización nuclear 
están juntos pero no nečesania meňte contiguos en la secuencia. Por ejemplo, la 
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Figúra 8.8 

Seňafes de localización nuclear. La seňal de locali- 
zación nuclear del antígeno T es u na eorta secuencia 
de aminoácidos, Por el contrario, la seňal de localiza¬ 
ción nuclear de la nucleoplasmina es una secuencia 
bipaftila, formada por una secuencia Lys-Arg separa- 
da por diez aminoácidos de otra secuencia Lys-Lys- 
Lys-Lys. 


seňal de íocalizaeíón nuclear de la nucleoplasmina (una proíeina que participa en 
el ensamblaje de la cromatina) consta de dos partes: una secuencia Lys-Arg se- 
parada por diez aminoácidos de otra secuencia de cuatro tisinas (Fíg. 8.8). Tanto 
las secuencias lys-Arg como Lys-Lys-Lys-Lys son necesarias para el transporte 
nuclear, pero los diez aminoácidos entre estas secuencias pueden sufrsr mutácie- 
nes sin afectar al transporte nuclear. Debido a que esta secuencia de localización 
nuclear está compuesta por dos elementos separados, se denomina secuencia 
bipartita. Parece ser que motivos bipartitos similares actúan como seňales de 
localización en muchas otras proteínas nucleares, e incluso puede que sean más 
frecuentes que la seňal de localización nuclear senciíla del antígeno T. Mientras 
que muchas seňales de localización nuclear consisten en estos residuos amú 
noactdicos básicos, a menudo denominado seňal de localización nuclear básica 
o «clásica» f las secuencias aminoacídicas y estructuras de otras seňales de 
localización nuclear varían considerablemente. 

Dos tipos de proteínas juegan papeles críticos en el importe de proteínas a 
través del compiejo del poro nuclear: un receptor de transporte nuclear y una 
pequeňa proteína que se une a GTP denominada Ran, relacionada con las 
proteínas Ras. Existen dos tipos de receptores de transporte nuclear (carioferi- 
nas): lasimportinas, quetransportan macromoléculas al interior nuclear desde 
el citoplasma. y las exportinas, que exportan macromoléculas desde el núcleo 
hasta el citoplasma (Tabla 8,1). Algunas importinas (Kap/JI) actúan con una 
carioferina adaptadora (Kap?) formando u n bete rod ímero, que i m parta proteF 
nas que contienen la seňal de localización nuclear básica. 


TABLA 8.1. Caríoferinas con sustratos conocidos 


Carioferina 

Organismo 

Sustratos 

Importe 



Dínnero Kap x/Kap/íl 

Humano 

Proteínas con una seňal de localización nuclear 
de aminoácidos básaca (p, ej. r nucleoplasmina) 

Esnurportina 

Humano 

RNPsn (Ul. U2 r U4, U5) 

Kap/ť 1 sólo 

Humano 

Complejos Cdk/ciclina 

Kapjf í2 (transport! na) 

Humano 

Proteínas d e unión a ARNm 

Kap/o 

Humano 

Proteínas nbosómicas 

|(nportina7/dimero Kap/rt 

Humano 

H isto na Hl 

Exporte 

Crml 

Vertebrados 

Proteínas con una senal de e x po riad on rica en 
leucina 

CAS 

Humano 

Kap x 

Exportina-t 

Humano 

ARNt 

Exportina-4 

Ratón 

Factor d e elongacíón 5 A 
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Experimento c láve 


Identificación de las seňales de localización nuclear 


Corta secuencia de aminoácidos capaz de especifioar la localización 
nuclear 

Daniel Kalderon, Bruce L. Roberts, William D, Richardson y Alan E. Smith 

National Inštitúte for Medical Research, Míli Híll, Londres 
Celí. Volumen 39, 1984, pags 499-509 


Contexto 

Ef mantenimiento de! núcleo como 
un compartimento 
bioquímicamente distinto, requíere 
un mecanismo que permita 
segregar ías proteínas entre el 
núcleo y el citoplasma. Los 
estudíos realizados en la década de 
[os 70 constataron que las 
moléculas pequeňas difundían 
rápidamenie a través de la envuelta 
nuclear, pero que la mayoría de las 
proteínas no podían hacerlo, Por 
esta razón, parecía que las 
proteínas nucleares eran 
reconocidas de manera especifica 
e importadas selectivamente al 
núcleo, desde su lugar de síntesis 
en los ribosomas citoplasmátícos. 

Los experimentos anteriores 
realizados por Gunter Blobel y 
colaboradores demostraron que las 
proteínas so n etiquetadas para 
dírigírse af retículo endoplásmico 
por secuencias seňal constituidas 
por un grupo corto de aminoácidos 
(véase Cap, 9). En ešte artículo de 
1984, Atan Smith y colaboradores 
extendieron ešte principio para el 
etiquetado de las proteínas 
destinadas al núcleo, identificando 
una secuencia corta de 
aminoácidos que actúa como una 
seňal de localización nuclear. 


nuclear en células animales. E! 
antígeno T es una proteína de 94 
kDa, necesaria para la replicación 
del ÄDN del 3V40, y normalmente 
se localíza en el núcleo de las 
células ínfectadas por ešte vírus. 
Experimentos anteriores 
realizados en el laboratorio de Alan 
Smith y en e! de Janet Butel 
(Lanford and Butel, 1984, Ce//37: 
801-813), demostraron que la 
mutación de la Lys-128 siendo 
sustituida por treonina o 
asparragína impedŕa la 
acumulación der antígeno T en el 
núcleo, tanto en células de ratón 
como de mono. En vez de 
transportarse al núcleo, estos 
antígenos T mutados permanecían 
en el citoplasma, (o que sugería 


(A) 




que la Lys-128 formaba parte de 
una seňaf de localización nuclear. 
Kalderon y colaboradores 
comprobaron esta hipótesis 
usando dos aproximaciones 
experimentales distäntas. 

Primero, determinaron los 
efectos de varias deleciones sobre 
la localización subcelular del 
antígeno T. Se observó que los 
antígenos T mutados, con 
deleciones de las regiones de la 
eadena peptídíca comprendidas 
entre los residuos de aminoácidos 
1-126 o entre e! residuo 136 y e! 
extremo carboxilo terminál, se 
acumulaban normalmente en el 
núcleo. Por el contrario las 
deleciones que afectaban desde e! 
aminoácido 127al 132, provocan la 
retencíón de los antígenos T en el 
citoplasma. A$i\ parecía que la 
secuencia de aminoácidos entre el 
residuo 127 y el 132 era la 
responsabíe de la localización 
nuclear del antígeno T. 



Experimentos 

Se utflizó el antígeno T de! vírus 
SV40 como la proteína modelo 
para los estudíos de localización 


Las células fueron microinyectadas con AD N s de pfásmidos que codificaban proteínas 
quiméricas en las que los aminoácidos de! antígeno T de SV40 se hab ran f us ponad o a ia piruvato 
quinasa. La localización celular de las proteínas de fusión se detemnino por microscopía de 
fluorescencia, (A). La proteína de fusión contiene una seňal d e localización nuclear de SV40 
intacta (aminoácidos 126 a 132). (B) La seňal de localización nuclear se ha inactivado por la 
delecíón de los aminoácidos 131 y 132. 


Durante el importe de proteínas, una importina específica reconoce la se¬ 
cuencia de localización nuclear sobre la proteína. Su eapacídad de hacerlo se 
ve facítitada mediante ía iníeracción con Ran. La conformación y la actívidad 
de Ran esiá regufada por la uníón e hidrólisis de GTP, al igual que Ras (véase 
Fig, 7.36) o diversos factores de traduccíón implíeados en la síntesis proteica 
(véase Fig, 7.13), Las enzimas que estimulan el intercambio de GDP por GTP 
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Identificación de tas seňales de localización nuclear (continuación) 


Para determinar si esta secuencía 
de aminoácidos era capaz de dirigir 
otras proteínas al núcleo, los 
investigadores crearon quimeras 
en las cuales ia secuencía de 
aminoácidos del antígeno T se 
fusionó con proteínas que 
normalmente se localizaban en el 
citoplasma. Estos experimentos 
demostraron que la adición de los 
aminoácidos 126 a 132 del 
antígeno T a la /J-ga!aetosídasa o a 
la piruvato quinasa era sufíciente 
para provocar la acumulacíón de 
estas proteínas citoplasmáticas en 
el núcleo de la céiula (véase 
Figúra). Por lo tanto ľ esta corta 
secuencía de aminoácidos del 
antígeno T del SV40 actúa como 
u na seňal de localización nuclear, 
que es suficíente y necesaria para 
etiquetar las proteínas de tal 
manera que sean transportadas al 
interíor del núcleo. 


Im pac to 

Como Kalderon y sus 
colaboradores sugírieron en su 
artícufo de 1984 f la seňaí de 
localización nuclear del antígeno T 
del SV40 ha resultado «ser un 
prototipo de secuencías similares 
en otras proteínas nudeares*. 
Mediante el marcaje de las 
proteínas para su transporte al 
núcleo, estas seňales son 
fundamentales para establecer la 
ídentidad bioquímica del núcleo y 
mantener la división de las células 
eucariotas en dos compartimentos: 
núcleo y citoplasma. En la 
actuafidad se sabe que ías seňales 
de localización nuclear son 
reconocidas por receptores 
citoplasmáticos que transportan a 
sus proteínas sustrato al compíejo 
del poro nuclear Aunque los 
mecanismos de transporte a través 



Alan Smith 


del compíejo del poro nuclear 
todavía no se han clarificado, la 
identificación de las seňales de 
localización nuclear fue un 
avance fundamental para 
comprender el transporte de 
proteínas aí núcleo. 


sobre Ran se localizan en el lado nuclear de la envuelta nuclear, mieníras que 
las enzimas que estimulan la hídrólisis de GTP se localizan en el lado cítoplás- 
micQ, En consecuencia, existe un gradiente de Ran/GTP a través del poro nu- 
clear, con una eíevada concentraeión de Ran/GTP en el núcleo y una elevada 
concentración de Ran/GDP en el citoplasma. Se cree que ešte gradiente de 
Ran/GTP determina la direceionalídad del transporte nuclear. 

El importe de proteínas a través del compíejo del poro nuclear puede divídir- 
se en un ciclo de cinco pasos (Fíg, 8.9). En el primer paso, eí compíejo importí- 
na-Ran/GDP se une a la proteína mercancŕa que posee la seňal de localización 
nuclear. Durante e! segundo paso ešte compíejo mercancía-receptor se une a 
proteínas de los fšlamentos citoplásmicos del compíejo del poro nudear. E! 
transporte ahora procede mediante la unión secuencial a proteínas específícas 
del poro nuclear localízadas cada vez más próximas al lado nuclear del compíe¬ 
jo del poro. El tercer paso en el ciclo del importe de proteínas tiene lugar en el 
núcleo donde el GDP unído a Ran es intercambiado por GTP. Esto causa un 
cambio en la conformacičn de la importina y desplaza a la proteína mercancŕa, 
liberándola en el núcleo. En el cuarto paso, e! compíejo ímportlna-Ran/GTP se 
exporte a través del compíejo del poro nuclear. El paso final tiene lugar en el 
citoplasma, donde el GTP es hidrolizado a GDP para regenerar el Ran/GDP 
necesario para la siguiente ronda de transporte. 

Algunas proteínas permanecen en el interior del núcleo una vez transporta¬ 
das desde el citoplasma, pero rnuchas otras viajan continuamente entre el nú¬ 
cleo y eí citoplasma. Algunas de estas proteínas actúan como transportadores 
{carriers) de otras moléculas, como los ARNs; otras coordinan ías funciones 
nucleares y CFtoplasmáticas (p. ej., regulando ia actividad de los factores de 
transcripción). Las proteínas se etíquetan para ser exportadas del núcleo me¬ 
diante una secuencia de aminoácidos especŕfiea, llamada senal de exporta- 
ción nuclear. Al igual que las seňales de localización nuclear, las seňales de 
exportación nuclear son reconocidas por receptores en el interior del núcleo que 
dírigen el transporte de las proteínas a través del compíejo del poro nuclear al 
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Figúra 8 9 

Importe de proteínas a través deJ com- 
plejo del poro nuclear. Las proteínas se 
transport a n a través del co m plejo del poro 
nuclear en un ciclo de cinco pasos, En el 
prímer paso, la proteína que posee una 
seňal d e localización nuclear (NLS) es re- 
oonocida po r una import in a que forma u n 
complejo con la proteína pequeňade unión 
a GTP. Ran, En el segundo paso, el com¬ 
plejo formado por la mercancía (la protei- 
na que posee la secuencia de localízación 
nuclear)-importina-Ran/GDPse une a una 
proteína específšca del poro nuclear pre- 
sente en los filamentos citoplásmicos, En 
el peso número tres, el complejo se trans- 
loca a través del poro nuclear medíante la 
adhesión secuencíal a proteŕnas del poro. 
En el cuarto paso ŕ la activídad del factor 
de intercambio de nudeótidos de guanina 
(Ran GEF) nuclear intercambia el GDP 
unido a Ran por GTP, alterando la confl- 
guración del complejo de modo que la pro- 
teína mercancía es íiberada. En el quínto 
paso, ešte complejo importina-Ran/GTP 
es reexportado a través del poro nuclear y 
la proteína activadora de GTPasas (Ran 
GAP) cftoplásmíca hidroliza el GTP unido 
a Ran a GDP. 




Importína 

Proteína NLS \ 




Ran 


Ran GA 




& 


Núcleo 


Citoplasma 


dtoplasma. Muchas exportínas también forman parte de la família de proteínas 
de las carioferinas (ver Tabla 8.1), Al igual que la importína /i, las exportínas se 
unen a Ran, necesaría tanto para la export ación nuclear como para la importa- 
ción nuclear (Fig. 8.10). Sorprendentemente, sin embargo, Ran/GTP promueve 
la formación de complejos estabíes entre las exportínas y fas proteínas díana, 
mientras que disocia los complejos entre las importinas y sus proteínas diana. 
Ešte efecto de la unión de Ran/GTP sobre las exportínas dirige el movimiento de 
las proteínas con seňales de exportación nuclear desde el núcleo al citoplasma. 
Por tanto, las exportínas forman complejos estables con sus proteínas diana y 
con Ran/GTP en el interior del núdeo. Una vez que se ha producido el transporte 
al lado citosólico de la envuelta nuclear, la hidrólisis de GTP provoca la disocia- 
ción de la proteína diana, que es líberada en el citoplasma. 

Regúl ación del transporte de proteínas til núcleo 

Un aspecto interesante del transporte de proteínas al interior del núcleo es que 
constituye otro nive! de control de la actívidad de las proteínas nucleares. Por 
ejemplo, los factores de transcripcíón sólo son funcionales cuando están pre- 
sentes en el núcleo, por lo que la regulación de su transporte al núcleo es otra 
forma de control de la expresíón génica. Como se discutirá en el Capítulo 13, el 
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C i top [asm a 



Exportina 


Núcleo 


Figúra 8.10 

Exportación nuclear, En el núcleo se for- 
man los complejos entre Jas proteínas dia¬ 
na que contienen seňales de exportación 
nudear (NES), las exportinas y Ran/GTP, 
Tras el transporte a través del complejo del 
poro nuclear Ran GAP induce la hidrólisis 
del GTP unido, dando lugar a Ran/GDP y 
a la liberación de la proteína diana y de la 
exportina en el citoplasma. La exportinafi- 
nal meňte es transportada de nuevo al nu- 
cleo. 


transporte regulado al núcleo de los factores de transcripción y de Jas proteína 
quinasas tiene un papel ímportante en el control del comportamiento de las ce- 
lulas en respuesta a los cambios ambientales, porque proporciona un mecanis- 
mo por el cual las seňales recibidas en la superfície ceíular pueden ser transmiti- 
das a! núcleo. 

En u no de los mecanismos de regulacíón, los factores de transcripción {u 
otras proteínas) se asocian con proteínas citoplasmáticas que enmascaran las 
seňales de localización nuclear; puesto que ya no se reconocen estas seňales, 
las proteínas permanecen en el citoplasma. Un buen ejemplo lo aporta el factor 
de transcripción NF-aB, que activa la transcripción de las cadenas ligeras * de las 
inmunoglobulinas en los linfocitos B (Fíg. 8 11). En las células no estimuladas, 
NF-U3 se encuentra formando un complejo inactivo con una proteína inhĺbidora 
(IhrB) en el citoplasma. La unión a I-aB parece enmascarar la seňal de localización 
nuclear de NF-aB, y se impide su transporte al núcleo. En ias células estimuladas, 
IxB se fosfoňla y degrada por proteolisis medíada por ubiquitinas, lo que permite 
que NF-kB entre a! interior del núcleo y active la transcripción de sus genes diana. 


Citoplasma 





Figúra 8.11 

Regulacíón del transporte al núcleo de 
factores de transcripción. El factor de 
transcripción N F-*-B forma u n complejo 
inactivo con k B. que enmascara su se- 
euencia de localización nuclear (NLS) y se 
retiene en el citoplasma. En respuesta a 
una seňal extracelular adecuada. k B es 
fosforilado y degradado por proteolisis, 
permitiendo la entrada de NF-aB al nú¬ 
cleo. En cambio T el factor de transcripción 
SWI5 de levadura es retenido en el cito¬ 
plasma debído a la fosforilación de una re- 
gíón próxima a la secuencia de locai i za¬ 
cloň nuclear La desfosforilación regulada 
expone la NLS y permite que SWI5 sea 
transportado al núcleo en la etapa ade¬ 
cuada del ciclo celular. 







334 • Sección IM * Estructura y función celulares 


ÍA) 



(B) 


(C) 


ÍD) 

*¥ 



0,1 /fm 


Figúra 8 12 

Transporte de un complejo ribonucleo- 
proteínico* Las células de las glándulas 
saiivaresde los insectos producen grandes 
complejos ribonudeoproteŕnícos (RNPs), 
formados por 35 a 40 Kilobases de ARN y 
con un peso molecular total aproximado de 
30 millones de daltons. Esta šerte de mí- 
crografías electrónicas muestra la unión de 
una RNP a un complejo del pero nuclear 
(A) y eŕ despliegue del ARN durante su 
transiocación a[ citoplasma (B-D). (De H. 
MehNn et aL< 1992. Celí 69:605,) 


El transporte al ínteríor del núcleo de otros factores de transcripcion está 
regulado directamente por su fosforilacíón, más que por la asociación con pro- 
teínas inhibidoras. Por ejemplo, el factor de transcripcion de levaduras SWI5 es 
transportado al interíor del núcleo sólo en una etapa concreta del cíclo celular 
(véase Fig. 8.11). Sí no, ešte factor permanece en el citoplasma como resultado 
de la fosforilación de residuos de serina prôximos a la seňal de localización 
nuclear, lo que impide su transporte al núcleo. La desfosforilación regulada de 
ešte residuo activa al SWI5 en la etapa adecuada del ciclo celular y permite que 
sea transportado al núcleo. 


Transporte dc ARNs 

Míentras que muchas proteínas son transportadas selectivamente desde el cíto- 
plasma al núcleo, la mayoría de los ARNs son exportados desde el núcleo al cito¬ 
plasma. Puesto que las proteínas se sintetizan en el citoplasma, la salida de los 
ARNm, ARNr y ARNt es un proceso fundamental en la expresión génica en las 
células eucaríotas. Al igual que la entrada de las proteínas al núcleo, la salida de los 
ARNs a través de los complejos del poro nuclear es un proceso activo, dependiente 
de energia, que requiere la interveneión de la proteína Ran que une GTP. 

Los ARNs son transportados a través de la envuelta nuclear como comple¬ 
jos ribonudeoproteína (RNPs) (Fíg. 8.12), Algunas proteínas del complejo po- 
seen seňales de exportación nuclear que son reconocidas por los receptores de 
transporte nucleares (véase Fig. 8.10), Los pre-ARNm y ARNm se asocian con 
un conjunto de al menos 20 proteínas (formando un complejo pre-ARNm-protei- 
na) durante su procesamiento en el núcleo y transporte al citoplasma (véase 
Capítuio 6). Al menos dos proteínas del RNPm contienen seňales de exporte 
nuclear y se cree que funcionan como transportadoras de ARNm durante su 
exportación al citoplasma. Los ARNs ribosómicos se asocian en prímer íugar 
con proteínas nbosómicas y con proteínas específicas del procesamiento de 
ARN en el nucleolo, y las subunidades 60S y 40S nacientes son entonces trans¬ 
portadas al citoplasma (véase Fig, 8.28), Su exportación del núcleo está média- 
da por seňales de exporte nuclear presentes en las proteínas del complejo de la 
subunidad. En el caso de los ARNt, las proteínas específicas que medián el 
exporte nuclear no han sido identificadas. 

A diferencia de los ARNm Ť los ARNt y los ARNr, que funcionan en el cito¬ 
plasma, muchos ARNs pequeňos (ARNsn y ARMsno) intervienen en el núcleo 
como componentes de la maquinaria del procesamiento del ARN. De manera 
quizás sorprendente, estos ARNs se transportan inicialmente desde el núcleo af 
citoplasma, donde se asocian con proteínas para formar RNPsn funcionaíes y 
entonces regresan al núcleo (Fig. 8.13). Las proteínas que se unen a los cap de 
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Figúra 8.13 

Transporte de los ARNsn entre el núcleo y el citoplasma. Los ARhís pequenos nuelea- 
res son exportados primero desdo el núcleo al citoplasma, donde se asocian con proteínas 
para formar RNPsn. Las RNPsn una vez ensambladas son de nuevo transportadas al 
intenor del núcleo 


los extremos 5 J de los ARNsn parecen estar implicadas en la exportación de los 
ARNsn al citoplasma, mientras que las secuencias presentes en las proteínas 
RNPsn son las responsables del transporte de los RNPsn desde el citoplasma 
al núcleo. 

Organizáciou interná del núcleo 

El núcleo es más que un almacén en el que la cromatina, ARNs y proteínas 
nucleares pueden moverse libremente en una solución acuosa. Por el contrario, 
el núcleo parece tener una estructura interná que organiza el materiál genático 
y localiza las funciones nucleares a sitios o dominios específieos. La mayoría de 
éstos, sí nc todos, parecen basarse en la estructura y localizactón altameníe 
organizada de la cromatina en el interior nuclear. 

Cromosomas i/ estructura de orden súperi or de la cromatina 

La cromatina se condensa durante la mitosís para formar los cromosomas com- 
pactos metafásícos que se distribuirán a los núcleos hijos (véase Fíg. 4.15). 
Durante la interfase, una parte de la cromatina (heterocromatina) permanece 
muy condensada y es transcripcionalmente inactiva; el reste de la cromatina 
(eucromatina) está descondensada y disíribuida por todo el núcleo (Fíg. 8.14). 
Lascélulas contienen dostipos de heterocromatina. La heterocromatina constitu- 
tiva está formada por secuencias de ADN que nunca se transeriben, como las 
secuencias satéíite localizadas en los centrómeros de los cromosomas. La hete¬ 
rocromatina facLiltativa contiene secuencias que no se transeriben en la célula 
observada, pero que s í se transeriben en otros tipos cetulares. Por lo tento, la 
cantidad de heterocromatina facultativa varia dependiendo de la actividad trans- 
cripcional de la célula. 

Aunque !a cromatina interfásica parece que se distribuye uniformemente. 
los cromosomas realmente se disponen de manera organizada y se dividen en 
distintos dominios funcionales que desempeňan un pape! fundamental en la 
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Figúra 8.14 

Heterocromatina en un núcleo interfásico, La eucromatina está distribuida por todo el 
núcleo, La heterocromatina se indiea con los triángulos y el nudéoio con la ílecha. (Coríe- 
sía de Ada L. Olins y Donald E. Olins, Oak Ridge National Laboratory.) 


regulacíón de la expresión génica. La distribución no aieatoria de la cromatina 
dentro del núcleo interfásico fue sugerida por pri mera vez en 1885 por C. Rabi. 
que propuso que cada cromosoma ocupaba u na zóna concreta, con los centro- 
meros y los telômeros adheridos a lados opuestos de la envuelta nuclear (Fig, 
8.15). Ešte modelo básico de organización cromosómica fue confirmado unos 
100 aňos después (en 1984) mediante estudíos detallados de los cromosomas 
pofíténicos de las glándulas salivares de Drosophifa. En vez de localizarse al 
azar, enrol lados unos con otros, se encontró que cada cromosoma ocupaba u n 
lugar determinado en el interior nuclear (Fig. 8.16). Los cromosomas están mti- 
memente asociados a la envuelta nuclear en muchos puntos. 


(A) 


Figúra 8.15 

Organización cromosómica, 

Reproducción de unos bocetos de cromo¬ 
somas en células de salamandra. (A) Cro¬ 
mosomas completos. (B) Sólo los telóme¬ 
ros (localizados en la membrána nuclear). 
(DeC. Rabl T 1885. Morphologisches Jahr- 
buch 10: 214.) 
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(A) 



s TeJómeros 


Figúra 8.16 

.Centrómeros Organización de los cromosomas de Drosophita . (A) U n modelo def núcleo, m ostrá n- 
do 5 brazos cromosómicos con distintos colores. Se indica la posición de los teiómeros y 
los centrómeros. (B) Los dos brazos del cromosoma 3 se muestran para ilustrarla separa- 
clón topológica entre los cromosomas, (De D, Mathog et a! 1984. Náture 308: 414.) 


Cada uno de los cromosomas tam- 
bién ocupa una zóna distinta en e! nú- 
cleo de las células de mamífero (Fig. 
8.17). Los genes que se transcriben 
activamente parece que se localizan 
en la periféria de estas zonas, próxi- 
mos a unos canales que separan los 
cromosomas, Se cree que los ARNs 
recién transcritos son liberados a es- 
tos canales entre los cromosomas, 
donde tiene fugar el procesamiento 
del ARN. Gran parte de la heterocro- 
matina se localiza en la periféria del 
núcleo porque las proteínas asocia- 
das con la heterocromatina se unen a 
la matríz de la lámina nuclear. Puesto 
que distintos tipos celulares expresan 
diferentes genes, su heterocromatina facultativa es diferente y distintas regio- 
nes de sus cromosomas interaccionan con la lámina nuclear en las diversas 
células y tejidos. Algunas células poseen sus centrómeros y teiómeros agrupa- 
dos en polos opuestos f mientras que otras poseen sus cromosomas organizados 
radialmente. Aunque las localizaciones de los cromosomas en el interior nu¬ 
clear no son afeatorías, probablemente difieren entre Jos distintos tejidos y orga- 
nismos. 

A1 igual que el ADN en los cromosomas metafásicos (véase Fig. 4,13), ía 
cromatina de los núcleos ŕnterfäsicos parece que está organizada en dominios 
en forma de bude que contienen de 50 a 100 Kb de ADN. Un buen ejemplo de 
esta organización en dominios en forma de bucle lo representan los cromoso¬ 
mas de oocitos de anfibios Ť con una alta tasa de transcripción; en estos, las 
regiones de ADN que se transcriben activamente se visualizan como grandes 
bucles de cromatina descondensada (Fig. 8,17). Estos dominios de cromatina 
parece que representan unidades funcionales discretas, que de manera inde- 
pendiente regulan la expresión génica (véase Capítulo 6). 




Copias de! cromosoma 4 


Dominios funcionales en el interior del núcleo 

La organización interná de! núcleo está demostrada por la localización de otros 
procesos nucfeares a regiones concretas del núcleo. Una variedad de compo- 
nentes del núcleo se localizan en estructuras o dominios subnucleares concre- 
tos, Sin embargo, la naturaleza y función de estas subestructuras nucleares 
todavía no están claras, y la comprensión de la organización del interior nuclear 
en dominios funcionales es un campo inexplorado de la biológia celular. 


Figúra 8.1? 

Organización de tos cromosomas en los núcleos de mamíferos, (A) Hibridadón de 
sondas dirigidascontra secuencias del cromosoma 4 en células humanas, Las dos copias 
del cromosoma, fdentificadas con fluorescencia amarilla, se localizan en zonas distintas del 
núcleo. (B) U n modelo de organización eromosómica. Los cromosomas ocupa n zonas defi- 
nidas, separadas por dominios intercromosómicos donde se cree que ocurre e! procesa¬ 
miento y el transporte dei ARN, (A, cortesía de Thomas Cremen Ludwig Maximilians Uni- 
versity, de A. I Lamond y W. C. Earnsbaw. 1998, Scŕe/ice280: 547,) 
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Ftgura 8.18 

Dominios en bucle de Ja oromatina. Microgralía al microscopio čptíco de un cromosoma 
de oocíto de anfibío, mosírando los budeš de oromatina descondensada T que eslá siendo 
activamente transcrita, extendiéndose desde un eje de oromatina no transcrita, altamente 
condensada. (Doriešia de Joseph Gali, Carnegie Inštitúte,) 



Focos fluorescentes de replicación 
del ADN 


Los núcleos de las células de mamífero parecen contener sitios agrupados 
de replicación del ADN t en los cuales tiene lugar la replicación de múltiples 
moléculas de ADN. Estos sitios discreios de replicación del ADN se han carac- 
terizado mediante experimentos que permiten visualizar en el interior de los 
núcleos cefuíares la síntesis de nuevas moléculas de ADN (Fig, 8.19). Esto se 
consíguió marcando las células con bromodeoxiuridina—un anáiogo de la tirni- 
dina que puede ser incorporado al ADN y detectado marcándolo con anticuer- 
pos fluorescentes—. En tales experimentos, el ADN recién sintetizado se detec- 
tó en, aproximadamente, 200 agrupaciones discretas distríbuidas por todo el 
nucleo. Dado que una célula drploide de mamífero posee aproximadamente 
4.000 orígenes de replicación activos en un momenío determinado, cada una 
de estas agrupaciones de replicación del ADN debe contener unas 40 horquillas 
de replicación. Por lotanto, parece ser que la replicación tiene lugar en estructu- 
ras grandes que contienen múltiples complejos de replicación organizados en 
distintos dominios funcionales, denominados fábricas de replicación. 

Los genes que se transcriben activamente parece que se distribuyen por 
todo ei núcleo, pero los componentes de la maquinaria de splicing se concen- 
tran en dominios estrucfurales subnucíeares discreios. La localización de los 
componentes responsabies del splicing en dominios discretos en el núcleo se 
ha detectado por ínmunofluorescencia utllizando anticuerpos contra RNPsn y 
factores de splicing (Fíg. 8.20). En vez de distribuirse uniformemente por todo e f 
núcleo, los componentes del aparato de splicing están concentrados en 20 a 50 
estructuras discretas denominadas motas nucleares. Se cree que estos puntos 
son el sitio de almacén de los componentes responsables del splicing, y desde 
aquí son reclutados hacia los genes activamente transcntos, donde ocurre el 
procesamiento del pre-ARNm. 


Figúra 8.19 

Lugares agrupados de replicación de ADN, El ADN recién repficadose marcó tras una 
exposíción breve de las células a bromodeoxiuridina, que se incorpora al ADN en lugar de 
la tímidina, Esta sustitución permite detectar el ADN recién sintetizado por inmunofluores- 
cenda tras el marcaje de íos núcleos con un anticuerpo contra bromodeoxiuridina. Obsér- 
vese que el ADN recién replicado se iooaliza en agrupaciones distribuidas por todo el 
núcleo. (Cortesía de Ronald Berezny, SUNY/Buífalo.) 
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Aparte del moteado, los núcfeos contienen otras tipos de estructuras o domi- 
nios estructuralmente diferentes. Los tres tipos principales de estos dominios 
nucleares son los nucléolos (estudíados más adeiante), los cuerpos de Cajal o 
enrollados {Fig. 8.21) y los cuerpos PML. Los cuerpos de Cajal o emrollados 
están enriquecidos en pequeňas RNPs y se cree que funcionan como sitios de 
ensamblaje de RNPs. La función de los cuerpos PML es desconocida; no se 
encuentran enriquecidos en RNPs y no son sitios de replicación ni transcripción 
de ADN. Asi, aunque estos cuerpos nucleares muestran la presencia de do¬ 
minios subestructurales en el ínterior nuclear, sus ťunciones permanecen sin 
aclarar. 


Nucléolo 

La subestructura que más destaca en el núcleo es el nucléolo (véäse Fig. 8,1 )* 
que es el sitio donde tiene lugar la transcripción y el procesamiento del ARNr, y 
ei ensamblaje de los ribosomas. Como se explicó en el capítulo anterior, las 
células necesítan una gran cantidad de ribosomas para satisfacer la necesidad 
de síntests de proteínas. Por ejemplo, las células de mamífero en continuocre- 
cimiento contienen entre 5 y 10 millones de ribosomas, que deben sintetizarse 
cada vez que la célula se divide. El nucléolo es una fäbrica de producctón de 
ribosomas, diseňada para cubrir las necesidades de producción a gran escala 
de los ARNr y de ensamblaje de las subunidades ribosómicas. Evidencias re- 
cientes sugieren que los nucléolos también poseen un papel más generál en la 
modificacíón del ARN y que varios tipos de ARN entran y salen del nucléolo en 
estadíos específicos de su procesamiento. 



Figúra 8.20 

Localización de los componentes res- 
ponsables del splicing. Ei marcaje rre- 
diante anticuerpos inmunofluorescentes 
indica que los factores responsabEes del 
splicing se concentran en dominios dis- 
cretos dentro del núcleo. (Cortesía de Dá¬ 
vid Ľ. Specton Cold Spring Harbor Labo- 
ratory.) 


Genes de ARN nbosómico y organizáciou del nucléolo 

Ei nucléolo no está rodeado por ningún sistema de membranas y se organíza 
airededor de las regiones de ios cromosomas que contienen los genes para los 
ARNr 5.8S, IBS y 28S. Los ribosomas eucaríotas contienen cuatro tipos de 
ARN, denominados 5S T 5,88, 18S y 28S (véase Fíg. 7.4). Los ARNr 5,8S, 188 y 
28S son transcritos como una úníca unidad en el nucléolo por la ARN polímera- 
sa I, dando lugar a un ARN precursor ríbosómico 45S (Fig. 8.22). Ešte re-ARN- 
45S es procesado y da lugar al ARN IBS de la subunidad ribosómica 40S (pe- 
queňa) y a los ARNr 5,88 y 28S de la subunidad ribosómica 6QS (grande). Ei 
ARNr 58, que también forma parte de la subunidad ribosómica 608, se transcri- 
be fuera del nucléolo por la ARN polimerasa IIL 

Las células contienen múltíples copias de los genes de ARNr para poder 
satisfacer la demanda de transcripción de un elevado numero de moléculas de 
ARNr. El genoma humano por ejemplo, contiene aproximadamente unas 200 
copias del gen que codifica para los ARNr 5,88, 18S y 288, y aproximadamente 
2.000 copias del gen que codifica para el ARNr 5S. Los genes del ARNr 5,88, 
18S y 28S se disponen en tandem en cinco cromosomas humanos díferentes 


(A) (B) 



Figúra 8,21 

Cuerpos de Cajal en el núcleo* (A) Imagen de un mícroscopio 
de contraste por interferencia diferenciál del núcleo de una celu- 
la HeLa, Las flechas indican los dos cuerpos de Cajal. (B) Tin- 
ción inmunofluorescenle del mismo núcleo con anticuerpos 
f rente a las proteínas Coilina (verde) y Fibrílarína (mjo). La fibri- 
larlna está presente tanto en ías zonas fibriiares densas de los 
nucléolos, como en los cuerpos de Cajal. La coilina sólo es de- 
tectable en los cuerpos de Cajal. (De J. G. Gali, 2000. Ann. Rev. 
CelíDev . Btof. 16:273,) 
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Medicína molecular 


Enfermedades de la lámina nuclear 


Las enfermedades 

En 1966, Emery y Dreifuss 
describieron una nueva distrofia 
muscular ligada al eromosoma X, En 
estadíos tempranos de la 
enfermedad, los codos, cuello y 
talones de los individuos afectados 
se vuelven rígidos, y a menudo se 
pradúce un bloqueo de la 
conducción en e! corazón. Estos 
síntomas aparecen aníes de los 10 
aňos de edad e šncluyen «andar de 
puntiflas» debido a rigidez de los 
tendones de Aquíles, y díficultad 
para doblar los codos. A los 20 aňos 
de edad han aparecido problemas 
cardíacos y puede ser necesario un 
marcapasos. Se pradúce una 
debífidad y degeneración gradual de 
los músculos del hombra y brazo 
superiory de los músculos de la 
pantorrílía, pero esto tiene lugar 
lentamente y a menudo no supone 
un problema hasta tarde en la vída. 

Casi 30 aňos más tarde, los 
investigadores demostraron que 
mutaciones en una nueva proteína 
t ra n sme m b rana eran responsables 
de esta distrofia muscular ligada al 
eromosoma X de Emery-Dreifuss. 
Denominaron a la proteína emerina, 
en honor a Alan Emery. Poco 
despuós, varios grupos encontraron 
que la emerina era una proteína 
localizada en la membrána nuclear 
interná y ausente en pacientes con 
!a distrofia muscular ligada al 
eromosoma X de Emery-Dreifuss. 
Esto era inesperado; las mutaciones 
en una proteína de la envuelta 
nuclear expresada en todas las 
céiulas, aparentemente causaba 


una enfermedad específiea de 
tejido. Mientras que todas las 
céiulas del cuerpo carecían de la 
proteína, la patológia sólo se 
producía en el músculo. 
Investigadores posteriores 
encontraron que la misma distrofia 
también pódia heredarse de una 
forma no ligada al sexo. Familias 
con esta distrofia muscular de 
Emery-Dreifuss no ligada al sexo s 
poseían mutaciones en LMNA , el 
gen único que codifíca las láminas A 
y C. Asi, mutaciones en dos genes, 
uno que codifica una proteína de la 
membrána nuclear interná y otra 
que codifica una de las principales 
láminas nucleares, causaban una 
distrofia muscular clínicamente 
idéntica. 

Más sorprendente fue que 
investigaciones paralelas sobre 
distíntas enfermedades, la 
lipodistrofia parcial de tipo Dunnigan 
y el trastorno de 

Charcot-Marie-Tooth de tipo 2B1, 
las situó en distintas mutaciones del 
gen LMNA. Anteriormente, los 
médicos elasifieaban a estas 
enfermedades como distintas 
basándose en sus características 
clínícas y en su herencia. Trabajos 
recientes demuestran que las 
mutaciones de otra proteína de la 
membrána nuclear interná, el 
receptor para la lámina B, son la 
base para la Anomália de 
Pelger-Huét. 

Base molecular y celular 

La mayoría de los biólogos creían 
que las mutaciones en las láminas 


causarían defectos generalizados 
sobre fa arquiteetura nuclear y 
serios problemas en céiulas que se 
dividen rápídamente. Sin embargo, 
sólo se producen aberraciones 
menores de la estructura nuclear en 
estos pacientes. Asi, el misterio es 
cómo mutaciones en las láminas 
nucleares o proteínas de unión a las 
láminas, causan diferentes 
enfermedades tejido específieas. La 
respuesta todavía no se conoce 
pero existen dos hipótesis 
principales. La primera es la 
hipótesis de la “expresión génica» k 
Esta defiende que la correcta 
interacción entre las dos proteínas 
láminas A y C, con la envuelta 
nuclear es esencia! para la 
expresión normál y específiea de 
tejido, de dertos genes. Los genes 
transcripcionalmente inactivos se 
localizan p refe rente meňte en la 
periféria nuclear, mientras que los 
genes expresados se concentran en 
el centra del núcleo con una 
especificidad dependíente del tipo 
celular Asi, la base de estas 
enfermedades séria un cambio en la 
expresión génica eausada por 
interacción es proteieas 
defectuosas. 

En la hipótesis del «estrés 
mecáníco”, se cree que las 
mutaciones en el complejo 
láminasramerina debílitan la 
integridad estructura! de una red 
citoesquelétíca integrada. En todas 
las céiulas, la lámina, la membrána 
nuclear interná, y el complejo del 
pero nueiear esfán estrechamente 
relacionados. Esta hipótesis, que 
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Figúra 8.22 

Genes de ARN ribosómico. Cada gen de ARNr es una única unidad transcripcional que 
contiene los ARNr 5,8S, IBS y 28S y secuencias espaciadoras que también se transeri- 
ben. Los genes de ARNr se disponen en tandem, separados por un ADN espaclador que 
no se transenbe. 
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Enfermedades de la lámina rtuclear (continuación) 


ťundona mejor para las distrofias 
musculares, sugiere que a través 
de ŕilamentos adherídos al 
compfejo del pero nuclear, la 
lámina podría conectarse 
indirectamente con el cítoesqueleto 
de la célula museufan 

Prevención y tratamiento 

El descubrimíento de que las 
mutaciones en proteínas 
frecuentemente expresadas del 
compíejo de la lámina nuclear, 
causan diferentes enfermedades 


hereditarias específicas de tejido, 
ha sido una sorpresa y ha 
modifieado la forma en que los 
científicos consideran a la envuelta 
nuclear. Se requiere más 
investigación para conocer si la 
base de las patologías de cada una 
de estas enfermedades es la 
regulación mecänica o la expresión 
génica, Sin embargo, la naturafeza 
molecular conocida de las 
enfermedades, simplifica 
enormemente su diagnóstico y 
hace que su tratamiento sea más 


probable. El desarrollo reciente de 
un modelo de ratón en el que el gen 
LMNA está anulado representa un 
prímer paso. A medida que se 
desarrollan los embriones, 
muestran sínfomas de la distrofia 
muscular de Emery-Dreifuss. 

Finalmeňte, los investigadores son 
actualmente conscíentes de que 
varias enfermedades congénitas 
de desarrollo lento, pueden ser 
nuevos miembros de las 
«laminopatías» nucleares. 
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Envuelta nuclear y lámina nuclear de 
mamíferos. La membrána nuclear interná 
co nt I e ne varias proteínas integrál es que 
interaccionan con las láminas nudeares. 
Las proteínas transmembrana emerina y el 
receptor para lámina B (LBR) son 
representativas. La lámina también 
interacdona con la cromatIna. 



(cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22}; los genes para el ARNr 5S se locaíizan en 
una única secuencia en tándem en el cromosoma 1. 

La importancia de la producción de ribosomas resulta particularmente evi- 
dente en los oocitos, en los que los genes para los ARNr están amplificados 
para ayudar a Ja síntesis de la gram cantidad de ribosomas necesarios durante 
el desarrollo embrionariotemprano. En los oocitos de Xenopus, los genes para 
el ARNr están amplificados aproximadamente 2,000 veces, lo que permite que 
exitan u n milión de copias por célula. Estos genes de ARNr están distribuidos 


Figúra 8 23 

Nuciéolos en oocitos de amfibío. Los genes de ARNr amplificados en los oocitos de 
Xenopus se agmpan en muchos nueléolos (puntos oseuros), (Dc D. D. Brown e l. B. 
Dawid, 1968. Science 160: 272.) 
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Figúra 8.24 

Estructura del nucléolo. En la micro- 
grafía eleotrónica se i lustra el centra fibri- 
lar (FC), el componente fibrilar denso 
(DFC) y el componente granular (G) del 
nucléolo. (Cortesía de Dávid L. Spector, 
Cold Spring Harbor Laboratory.) 



entre m i les de nucléolos (Fíg. 8.23), orig inándose en total cerca de 10 12 riboso- 
mas por oocito. 

Morfologicamente 1 los nucléolos constan de tres regiones díferenciadas: el 
centro fibrilar, el componente fibrilar denso y el componente granular (Fíg. 8.24), 
Estas tres zonas posiblemente reflejan la progresión de ías etapas de transcrip¬ 
ción del ARNr, procesamiento, y ensamblaje de ribosomas. La modificaeión de 
otros ARNs pequeňos, como el de la partícula de reconocfmiento de la seňal 
(véase Capítulo 9), tiene lugar en otro lugar dentro del nucléolo. 

Después de cada dívtsíón celular, los nucléolos se forman alrededor de las 
regiones cromosómicas que contienen fos genes para los ARNr 5,8S, 18S y 
28S t y que por esta razón se denominan regiones organizadoras nueleolares 
(NOR), La formacíón de los nucléolos requiere la transcripción del pre-ARNr 
45S, que parece ser que dirige la fusión de los cuerpos prenucleolares que 
contienen los factores implicados en el procesamíento y otros componentes del 
nucléolo. Por lo tanto t en la mayoría de las células, los nucléolos que están 
ínicialmente separados se fusionan para formar un único nucléolo. El tamaňo 
del nucléolo depende de la actividad metabólica de la célula, siendo los 
nucléolos más grandes en aquelias células con una alta actividad de síntesis de 
proteŕnas. Esta variación se debe fundamentalmente a las diferencias en el ta¬ 
maňo del componente granular, lo que refleja la tasa de ensamblaje de ribo¬ 
somas. 


Figúra 8.25 

Transcripción de los genes de ARNr. 

Una micrografía eleotrónica de ia cromati- 
na nuclear, mostrando tres genes de 
ARNr separados por ADN espaciador que 
no se transcribe. Cada gen de ARNr está 
rodeado por un conjunto d e cadenas d e 
ARNr en crecimiento, dando una aparién- 
cía en forma de “árbol de navidad”. (Cor¬ 
tesía de O.L, Miller, Jr,) 


Transcripción y procesu m i ento del ARNr 

Cada región de organización nuclear contiene un grupo de genes de ARNr re- 
petidos en tándem y que están separados entre sí por regiones de ADN espa¬ 
ciador que no se transcribe. Estos genes son transeritos activameníe por la 
ARN polimerasa l t lo que permite que la transcripción se pueda visualizar fäcil- 
mente por microscopía eleotrónica (Fíg. 8,25). En las micrografías eleetrónieas, 
cada uno de los genes de ARNr colocados en tándem se encuentra rodeado de 
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cadenas de ARN en crecimiento densamente empaquetadas, dando lugar a 
una estructura en forma de «árbol de navidad». La alfa densidad de las cadenas 
de ARN en crecimiento es debida a la gran cantidad de moléculas de ARN 
polimerasa, presentes en una densidad máxima de, aproximadamente, una po- 
limerasa por cada cien pares de bases del ADN molde. 

El transcrito primario de los genes de ARNr es el pre-ARNr 45S de gran 
tamaňo, que contiene los ARNr 18S, 5,8S y 28S, además de las regiones espa- 
ciadoras transcritas {Fig, 8,26). Dos espaciadores externos que son transcritos 
se localizan en los extremos 5’ y 3'de los pre-ARNr, y dos espaciadores internos 
se sitúan entre las secuencias de los ARNr 18S. 5,8S y 28S. La etapa iniciál 
del procesamiento es una escisión dentro del espaciador externo cerca det ex- 
tremo 5’ del pre-ARNr, que tiene lugar durante las etapas inicíales de la trans- 
cripción. Esta escisión necesita la RNP nucleolar pequena U3 {véase posterior- 
mente) que se une al extremo 5’ de! pre-ARNr, formando las características 
protuberancias que se observan en la Figúra 8.25, Una vez finalizada la trans- 
cripción, se elimina e! espaciador del extremo 3’ de la molécuia. En las células 
humanas, tras esta etapa se produce una escisión en el extremo 5' de la región 
5,8S originando dos precursores, uno del ARNr 18S y otro que contiene el 5,8S 
y el 28S, Escisiones posteriores originan los ARNr maduros, Ešte procesamien¬ 
to sigue un modelo similar en otras especies, aunque hay ciertas diferencias en 
el orden de algunas escisiones, 

Además de las escisiones, el procesamiento del pre-ARNr implica importan- 
tes modificaciones en las bases nitrogenadas, debido a la adición de grupos 
metilo a algunas bases concretas y a residuos de ribosa, y por la conversión de 
uridina en pseudouridina (véase Fig, 6.40). En las células animales, el procesa¬ 
miento del pre-ARNr implica la metilación de aproximadamente cien restos de 
ribosa y 10 bases, además de la formación de cerca de cien pseudouridinas. La 
mayoría de estas modificaciones ocurre durante o inmediatamente después de 
la síntesis del pre-ARNr, aunque algunas tienen lugar en etapas posteriores del 
procesamiento del pre-ARNr. 

El procesamiento del pre-ARNr requiere la intervención de proteínas y 
ARNs localizados en el nucléolo. La participación de ARNs nucleares pequeňos 
(ARNsn) en el procesamiento dei pre-ARNm ya se explicó en el Capítulo 6. Los 
nucléolos contienen más de 300 proteínas y un gran numero (aproximadamente 
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Procesamiento del pre-ARNr. El trans- 
crito pre-ARNr 45S contiene espaciadores 
transcritos externos (ETS) en ambos ex- 
trém os, y espaciadores transcritos inter¬ 
nos (ITS) entre las secuencias de los 
ARNr 18S, 5,8S y 28S, El pre-ARNr es 
procesado mediante una šerie de escisio¬ 
nes (que se muestran en el caso de un 
pre-ARNr humano) para originar los ARNr 
maduros. 


























344 • Sección ili • Estructura y función celulares 


Figúra 8,27 

Papel de Jos ARNsno en la modifica- 
ción de las bases del pre-ARNr. Los 

ARNsno contienen pequeňas secuencias 
complementarias al ARNr. Ei aparea- 
miento de bases entre los ARNsno y el 
pre-ARNrdirige a las enzimas que catalí- 
zan la modificación de bases (p. ej., meti¬ 
lación) a los sitios apropiados del pre- 
ARNr. 



pre-ARNr 


-RNPsno 


200) de ARNs nucleolares pequeňos (ARNsno) que intervienen en el prace- 
samiento del pre-ARNr. Al igual que los ARNsn de los espliceosomas, los ARN¬ 
sno están unidos a proteínas, formando RNPsno, Cada RNPsno está constitui- 
da por un único ARNsno asociado a ocho o diez proteínas. Las RNPsno se 
unen al pre-ARNr para formar un complejo de procesamiento de nnanera análo- 
ga a como se forrnan los esplíceosomas en el pre-ARNm. 

Algunos ARNsno son los responsables de la fragmentación del pre-ARNr en 
productos 18S, 5,8S y 28S. Por ejempla r el ARNsno nucleolar más abundante 
es el U3 y está presente en unas 200.000 copias por célula. Como ya se ha 
dicho s U3 es necesario para la escisión iniciál del pre-ARNr que se produce en 
las regiones espaciadoras transcrífas del extremo 5\ De manera simiiar, el ARN¬ 
sno U8 provoca la escisión del pre-ARNr en ARNr 5,8S y 28S y el ARNsno U22 
es responsable de la fragmentación del pre-ARNr para dar lugar al ARNr 18S. 

Sin embargo, la función de la mayoría de los ARNsno es dirigir las modifica- 
ciones de bases especificas del pre-ARNr, incluyendo fa metilación de resíduos 
específicos de ribosa y la formación de pseudouridinas (Fig. 8.27). La mayoría 
de los ARNsno contienen secuencias cortas de, aproximadamente, 15 nucleóti- 
dos que son complementarias a secuencias de los ARNr 18S y 28S. Estas re¬ 
giones complementarias incluyen los sitios de modificación de bases en el 
ARNr. Medíante el apareamiento de bases con regiones especificas def pre- 
ARNr, los ARNsno actúan como ARNs guías que dírígen a las enzimas que 
eatalizan la metilación de las ribosas o la conversión de uridina en pseudouridi- 
na, al sitio adecuado de la moiécuía de pre-ARNr Otras ARNs aparte del ARNr 
requieren bases modiíicadas y se cree que es la localización de RNPsno en el 
nucléolo lo que es fundamental en su papel más generál en la modificación del 
ARN. Un ejempio es el ARN de la partícula de reconocimiento de la seňal (véa- 
se Capítulo 9). 


Ensamblaje de ribosomas 

La formación de los ribosomas implica el ensamblaje dei ARN ribôsómico pre- 
cursor con las proteínas ribosómicas y con el ARNr 5S (Fíg. 8.28). Los genes 
que codáfican para las proteínas ribosómicas se transcriben fuera del nucléolo 
por la ARN polímerasa II, originando ARNm que son traducidos en los riboso¬ 
mas citoplasmáticos. Las proteínas ribosómicas se transportan posteriormente 
desde el citoplasma al nucléolo, donde se ensamblan con los ARNr para formar 
partŕculas prerribosómicas. Aunque los genes para el ARNr 5S también se 
transcriben fuera del nucléolo, en ešte caso por la ARN polimerasa III. se en¬ 
samblan igualmente en el interiér del nucléolo para formar las partículas prerri- 
bosómicas. 

La asocíación de las proteínas ribosómicas con ef ARNr comienza mientras 
ocurre la síntesis del ARNr, y más de la mitad de las proteínas ribosómicas 
están unidas al pre-ARNr antes de su procesamiento. Las restantes proteínas 
ribosómicas y ei ARNr 5S se incorporan a las partículas prerribosómicas míen- 
tras tiene lugar la escisión del pre-ARNr. Durante la primera etapa de la asocia- 
ción ribosómica. la maduración de las dos subunidades ribosómicas emergen- 
tes se diferencia. La maduración de la unidad más pequeňa, que sólo contiene 
ARNr 18S, es más sencilla e implica únícamente cuatro escisiones de la endo- 
nucleasa, La escisión final que resulta en la ARNr 18S madura normalmente se 
produce tras el transporte de la subunídad 40S al citosol. La maduración de la 
unidad mayor, que contiene 28S, 5,5S y ARNr 5S, implica múltiples escisiones 
del núcleo y se completa dentro del nucléolo. Por lo tanto, la mayoría de las 
partículas prerribosómicas del nucléolo son precursores de las subunidades 
grandes (60S). Las etapas finales de la maduración de los ribosomas siguen a 
la salida de las partículas prerribosómicas al citoplasma, formando las subuni¬ 
dades ribosómicas eucariotas 4GS y SOS, 
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El núcleo durante la mitosis 

Una característica del núcleo es que se desensambla y se reorganiza cada vez 
que la célula se divide. Ai principio de la mitosis, los cromosomas se condensan, 
el nucléolo desaparece y la envuelta nuclear se disgrega, io que da lugar a la 
liberación del contenido nuclear en el citoplasma. AI final de la mitosis tiene lugar 
el proceso inverso: los cromosomas se descondensan y la envuelta nuclear se 
organiza alrededor de cada juego de cromosomas hijos. En el Capŕtulo 14 se 
explica de manera extensa el proceso de la mitosis; en ešte apartado se consíde- 
rarán los mecanismos implicados en el desensamblaje y reorganización del nú¬ 
cleo. El proceso es controlado principalmente mediante fosfonlaciones y desfos- 
forilaciones reversibles de las proteínas nucleares, debido a la acetón de la 
proteína quinasa Cdc2, que es un regulador fundamental de la mitosis en las 
células eucariotas. 


Figúra 8.28 

Ensambfaje de los ribosomas. Las pro¬ 
teínas ribosómicas se transportan al nu¬ 
cléolo desde el citoplasma y comienzan a 
ensambtarse con el pre-ARNr antes de su 
procesamiento. Al mismo tiempo que se 
procesa el pre-ARNr f proteínas ribosómi¬ 
cas adicionales y el ARNr 5S (que es sinte- 
tizado fuera del nudéolo) se ensamblan 
para formar partícuJas prerribosómícas. 
Las etapas finales de la maduración conti- 
nuan con la salida de las partículas prerri- 
bosómicas al citoplasma, originando las 
subunidades ribosómicas 40S y 6QS. 


Disgregoción de In envuelta nuclear 

En la mayoría de las células, la disgregación de la envuelta nuclear marca el 
iinaf de la profase de la mitosis (Fíg. 8,29). Sin embargo, el desensamblaje del 
núcleo no es una característica universal de la mitosis y no oeurre en todas las 
células. Algunos organismos eucariotas unicelulares(p. ej., levaduras) sufren la 
denominada mitosis cerrada, en la que la envuelta nuclear permanece intacta 
(Fig. 8.30). En la mitosis cerrada, los cromosomas hijos migran a polos opues- 
tos del núcleo, que entonces se divide en dos, Las células de los organismos 
eucariotas superiores, sin embargo, normalmente sufren la mitosis abierta, que 
se caracteríza por la rotura de la envuelta nuclear. Los cromosomas hijos enton¬ 
ces migran a los polos opuestos del huso mitótico y los nuevos núcleos se reor- 
ganizan a su alrededor. 
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Figúra 8.29 

El núcleo durante la mitosis. Las mi- 

crografías iiustran las etapas sucesívas 
de la mitosis en una célula vegetal. Du¬ 
rante la profase, los cromosomas se 
condensan, el núcleo desaparece y ia 
envuelta nuclear se disgrega. En la me- 
tafase, los cromosomas condensados 
se alinean en el centro del huso mitótico. 
Entonces los cromosomas hijos se diri- 
gen hacia los poJos del huso (anafase), y 
durante la telofase los cromosomas se 
descondensan y el núcleo se reorgani- 
za. Los cromosomas aparecen en azul y 
los microtúbulos del huso en rojo, (Cor- 
tesfa de Andrex S, Bajer, Universíly of 
Oregon.) 


Telofase 



Figúra 8.30 

Mitosis cerrada y abierta. En la mitosis 
cerrada, la envuelta nucloar permanece 
Intacta y los cromosomas migran a los po- 
los opuestos del huso dentro del núcleo. 
En la mitosis abierta, la envuelta nuclear 
se disgrega primero y reorganiza después 
aŕrededor de los dos iuegos separados de 
cromosomas. 
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La disgregación de la envuelta nuclear, que ocurre a la vez que la fragmen- 
tación de! retículo endoplásmico, implica cambíos en sus tres componentes: las 
membranas nucleares se fragmentan en vesículas, los complejos del poro nu¬ 
clear se disocian, y la lámina nuclear se despolimeriza. De estos tres, el suceso 
mejor conocido es la despolimerización de la lámina nuclear —la malla de fila- 
mentos debajo de la membrána nuclear—. La lámina nuclear está compuesta 
por proteína fibrosas, las láminas, que se asocian entre sí formando filamentos. 

El desensamblaje de la lámina nuclear se debe a la fosforilación de las láminas, 
que provoca la escisión de los filamentos en dímeros de lámina (Fig. 8.31). La 
fosforilación de las láminas está catalizada por la proteína quinasa Cdc2, ya 
mencionada en el Capítulo 7 (véase Fig. 7,40), y cuyo papel como regulador 
centrál de la mitosis se explicará en el Capítulo 14. Cdc2 (al igual que otras 
proteína quinasas activadas en las células en mitosis) fosforila los distintos tipos 
de láminas; se ha demostrado que el tratamiento con Cdc2 de núcleos aisiados 
era suficiente para inducir la despolimerización de la fámina nuclear, El que la 
fosforilación de las láminas sea necesaria para la rotura de la lámina nuclear se 
ha demostrado de manera directa usando láminas mutadas que no pueden ser 
fosforiladas. Cuando los genes que codifican estas láminas mutadas son intro- 
ducidos en las células, su expresión bloquea el desensamblaje normál de la 
lámina nuclear cuando las células entran en mitosis. 

A (a vez que ocurre el desensamblaje de la lámina nuclear, la envuelta nu¬ 
clear se fragmenta en vesículas {Fig. 8.32). Las láminas tipo B permanecen 
asocladas a estas vesículas, pero las láminas A y C se disocian de la membrá¬ 
na nuclear y se liberan como dímeros libres al citosol . Esta diferencia se debe a 
que las láminas B se encuentran permanentemente modificadas por la adicíón 
de lípidos (grupos prenilo), mientras que los grupos prenilo carboxilo terminales 
de las láminas A y C se elíminan por proteolisis tras su incorporación a la lámi¬ 
na. Los complejos del poro nucfear también se disocian en subunidades como 
resultado de la fosforilación de algunas proteínas del poro nuclear, Las proteí- 
nas integrales de la membrána nuclear también son fosforiladas durante la mi¬ 
tosis, y esta fosforilación puede ser importante en la formación de vesículas asi 

como en la disociacíón de la membrána nuclear de los cromosomas y de la Desensamblaje de la lámina nuclear. 
lámina nuclear. La lámina nuclear es una malla de fila¬ 

mentos de lámina. En la mitosis, Cdc2 y 
otras proteína quinasas fosforilan las lámi¬ 
nas, causando que los filamentos se díso- 
cien en dímeros de lámina libres. 
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Figúra 8.32 

Fragmentación de la membrána nu¬ 
ciear. Cuando ta lámina nuciear se diso- 
cia, la membrána nuciear se fragmenta en 
vesículas. Las láminas típo B permanecen 
unidas a estas vesículas, mientras que las 
láminas A y C se liberan formando dime- 
ros. 
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Condensaciôn de los cromosomas 



El otro cambío fundamental en la estructura de! nOcleo durante la mítosis es la 
condensaciôn de los cromosomas. La cromatina interfásica, que se encuentra 
organizada en los nucleosomas, se condensa aproximadamente mil veces más 
para formar los cromosomas compactos que se observan en las células mitóti- 
cas (Fig. 8.33), Esta condensaciôn es necesaria para que los cromosomas se 
muevan a lo largo de! h u so mitótico si n enredarse o romperse durante su segre- 
gactón a tas células hijas. El ADN en ešte estado altamente eondensado ya no 
puede ser transcrito. por lo que durante ia mitosis cesa 
toda la sŕntesis del ÄRN. A medida que fo$ cromosomas se 
condensan y la transcrĺpción termina, los nucléolos desa- 
parecen, 

El ADN eondensado en los cromosomas metafásícos 
parece que se organiza en grandes bucles, cada uno de 
ellos formado por, aproximadamente, 100 kilobases de 
ADN, unidos a un «andamío» de proteínas (véase Fig. 
4.13). A pesar de su importancia fundamental, el mecanis- 
mo de condensaciôn cromosómica durante la mítosis toda- 
vía no se conoce. La unidad básica estructura! de la croma- 
tína es e! nudeosoma, constituido por 146 pares de bases 
dispuestos atrededor de un núcleo de proteínas histónicas 
compuesto por dos moléculas de cada histona H2A, H2B T 
H3 y H4 (véase Fig. 4,8). A medida que el ADN se Integra 
en el núcleo del nueleosoma, se le une una molécula de 
histona Hl. y la interacción entre las histonas Hl es la res- 
ponsable del plegamiento de la cromatina en una estructu- 
ra de orden superior, más compacta. La histona Hl es un 
sustrato de la proteína quinasa Cdc2 y se fosforila durante 
1 la mitosis en la mayorŕa de las células, lo que concuerda 


Figúra 8.33 

Condensaciôn de los cromosomas. Mf- 

crogratía electronica que muestra la con- 
densación de los cromosomas indivrdua- 
les durante la profase de la mitosis. (K.G. 
Murti/Visuals Unlimited.) 
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con el papel que desempena esta fosforilación en la condensación de los cro- 
mosomas mitóticos. Sin embargo, experimentos recientes han demostradoque 
la fosforilación de la histona Hl no es necesaria para la condensación de los 
cromosomas, por lo que el papel de la fosforilación de la histona Hl no está 
claro. Sin embargo, se ha visto que la fosforilación de la histona H3 sí que es 
necesaria para la condensación de los cromosomas mitóticos, aunque el meca- 
nismo par el que esta fosforilación afecta a la condensación cromosómica toda- 
vía no se ha determinado. 

En estudios recientes, se ha identificado un complejo de cínco proteínas 
denominado condensina, que se encuentra muy conservado en eucahotas. El 
complejo contiene dos subunidades estructurales, que forman parte de una cla- 
se superiorde proteínas «de mantenimiento estructural del cromosoma» (SMC) 
y tres subunidades reguladoras, Ei complejo juega un papel fundamental en la 
organización del cromosoma normál durante la ínterfase, además de en la ma- 
yor condensación que tiene lugar durante la mitosis, Algunas de las subunída- 
des reguladoras son fosforitadas por quinasas, entre ellas la quinasa Cdc2, y 
esto puede funcionar como un enlace con modificaciones de la condensación 
cromosómica durante la mitosis. Es interesante que un complejo similar, deno¬ 
minado cohesina, juega un papel en el emparejamiento de cromátidas herma- 
nas durante la metafase. 


Reorganizáciou del núcleo interfásico 

En la últimafase de la mitosis (telofase), se forman dos nuevos núcleos alrede- 
dor de cadajuegoseparado de cromosomas hijos (véase Fig, 8.29), La descon- 
densación de los cromosomas y la reorganización de la envuelta nuclear parece 
ser que ocurren por la inactivación de Cdc2, que es responsable de la entrada 
en mitosis mediante la fosforilación de las proteínas diana, que incluyen las 
láminas, la histona H3 y las condensínas, La progresión de metafase a anafase 
implica la actívación de un sistema de proteolisis mediada por ubiquitina que 
inactiva la Cdc2, degradando su subunidad reguladora, la ciclina B (véase Fig. 
7.40), La inactivación de Cdc2 provoca Ja desfosforilación de las proteínas que 
fueron fosforiladas at iníclo de la mitosis, lo que induce la salida de la mitosis y la 
reorganización del núcleo interfásico. 

La etapa iniciál de la reorganización de la envuelta nuclear es la unión de las 
vesículas, que se formaron durante la fragmentación de la membrána nuclear, a 
la superficie de los cromosomas (Fig, 8.34), Esta interacción entre las vesículas 
de membrána con los cromosomas puede que se produzca tanto a través de las 
láminas, como a través de las proteínas integrales de la membrána nuclear 
interná, Las vesículas entonces se fusionan para farmár una doble membrána 
alrededor de los cromosomas, Postenormenie, se produce el reensamblaje de 
los complejos del poro nuclear, la reorganización de la lámina nuclear y la des- 
condensacičn de los cromosomas, Inieialmente, las vesículas se fusionan para 
formar las membranas alrededor de los cromosomas mdividuales, y luego se 
fusionan unos con otros para dar lugar a un único núcleo completo. 

La reorganización de la envuelta nuclear alrededor de los cromosomas con- 
densados excluye a las moléculas citoplasmáticas de los nuevos núcleos en- 
samblados. El nuevo núcleo es capaz de expandirse mediante el transporte 
selectivo de proteínas nucleares desde el citoplasma. Debidoa que las seňales 
de localización nuclear no se eliminan de las proteínas que se importan al nú¬ 
cleo, estas mišmaš proteínas nucleares que fueron Išberadas al citoplasma tras 
el desensamblaje de la envuelta nuclear al prtncipio de !a mitosis, son de nuevo 
reimportadas a los nuevos núcleos después de la mitosis. La proteína Ran está 
implicada en muchos de los pasos tempranos de la reforrnacíón del núcleo. Los 
nucléolostambién reaparecen a medfdaque los cromosomas se descondensan 
y comíenza ia transcripción de los genes de ARNr, lo que completa el paso de la 
mitosis a un núcleo interfásico. 
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Figúra 8.34 

Reorganízación de la envuelta nuclear. La primera etapa def reensamblaje de la en- 
vuelta nuclear es la unión de las vesículas de membrána a los cromosomas, a través de 
las proteínas integrales de membrána y de las iáminastipo B, Entonces las vesículas se 
fusionan, la lámina nuclear se reorganiza y los cromosomas se descondensan. 
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RESUMEN 

ENVUELTA NUCLEAR Y TRÁFICO ENTRE EL NÚCLEO 
Y EL CITOPLASMA 

Estructura de la envuelta nuclear: La envuelta nuclear separa el contenido 
def núcleo y del citoplasma, manteniendo el núcleo como un compartimento 
bioquímico diferenciado que alberga el materiál genético y sirve como lugar 
de transcripción y procesamiento del ARN en las células eucariotas. La en¬ 
vuelta nuclear está formada por una membrána nuclear interná y externá, 
unidas a nive! de los complejos del poro nuclear, y por una lámiľia nuclear 
subyacente. 

Complejo del poro nuclear: Los complejos del poro nuclear son estructu- 
ras grandes y son las úntcas vías a través de las cuales las moléculas pue- 
den viajar entre e! núcleo y el citoplasma. Las moléculas pequeňas son ca- 
paces de difundir libremente a través de los canales abiertos del complejo 
del poro nuclear, Las macromoléculas se transportan selectivamente en un 
proceso dependiente de energia. 

Transporte selectlvo de proteinas desde y hacia el núcleo: Las proteí- 
nas que van a ser transportadas al núcleo contienen seňales de localización 
nuclear que son reconocídas por receptores que dirigen el transporte a tra¬ 
vés del complejo del poro nuclear. Las proteinas que se desplazan continua- 
mente entre el núcleo y el citoplasma tienen seňales de exportación nuclear 
que las etiquetan para que sean transportadas desde el núcleo al citoplas¬ 
ma. La pequeňa proteína Ran, que une GTP, se necesita para la transloca- 
ción a través del complejo del poro nuclear y determina la dirección del trans¬ 
porte. 

Regulación del transporte de proteinas al núcleo y desde el núcleo: La 

actividad de ciertas proteinas, como los factores de transcripción, está contro- 
lada por la regulación tanto de su entrada, como de su salida desde el núcleo. 

Transporte de ARNs: Los ARNs se transportan a través del complejo del 
poro nuclear en forma de complejos ribonucleoproteínicos. Los ARNs men- 
sajeros, los ARNs ribosómicos y los ARNs de transferencia son exportados 
desde el núcleo para participar en la síntesis de proteinas. Los ARNs nuclea- 
res pequeňos son transportados inicialmente desde el núcleo al citoplasma, 
donde se asocian con proteinas para formar las RNPsn, y éstas regresan al 
núcleo. 

ORGANIZACIÓN INTERNÁ DEL NÚCLEO 

Cromosomas y estructura de orden superior de la cromatina: El núcleo 
interfásico contiene heterocromatina altamente condensada, transcrĺpcio- 
nalmente inactiva, asi como eucromatina descondensada. Los cromosomas 
interfásicos se organizan en el núcleo y se estructuran en grandes dominios 
en forma de bucle que funcionan como unidades independientes. 

Dominios funcionales en el interior del núcleo: Algunos componentes 
nucleares se localizan en estructuras o dominios subnucleares concretos. 

NUCLÉOLO 

Genes de ARN ribosómico y la organización del nucléolo El nucléolo 
está organizado alrededor de los genes para los ARNs ribosómicos. Es el 
lugar de la transcripción y procesamiento del ARNr, del ensamblaje de los 
ribosomas y la modificación de diversos ARNs pequeňos. 


PALABRAS CLAVE 


envuelta nuclear membrána nuclear, 
lámina nuclear lámina 


compíefo del poro nuclear 


seňal de localización nuclear importina, 
Ran, canofenma, senaf de exportación 
nuclear, exportína, 


h eteroc ro mati na, e u c ro m a t i n a 


nucléolo, región organizadora nucleolar 
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ARNs nucleolares pequenos (ARNsno) 


Cdc2 


Preguntas 

1. Separando la transcripción de la tra- 
ducción, la envuelta nuclear permite a 
los eucariotas regular fa expresíon génä- 
ca mediante procesos que no se encuen- 
tran en los procariotas. ^Cuáles son es- 
tos procesos que son exclusivos de 
eucariotas? 

2. ^Qué dos papeles juegan las lámi- 
nas en la estructura y función nuclear? 

3. Si ínyeclas dos proteínas, una de 15 
kDa y otra de 100 kDa, y las dos carecen 
de seňales de transporte nuclear al inte- 
rior de un óvulo de rana, ^entrará alguna 
en el núcleo? 

4. ^Gué dirige la dlreccionalidad del im' 
porte nuclear? 

Bibliografia 

En z* ne / ta n u c í en r x / traf ico 
entre el núcleo ty él c Í topí asm a 

Akey, C VV. íiiilI M. Ra der macher 1993, Ar- 
chitecture o f the Xenopus nuclear póre 
complex revealed by three-di mensional 
cryo-electron microscopv* / Celí Rio!. 122: 
1-19. [PI 

Ben-I ŕraím, L and L, Gerace, 2001, Gradient 
of increasíng affinity of import in beta for 
nudeoporins along the pathway of nu¬ 
clear import /. Celí Biol. 152: 411-417, [P] 


Transcripción y procesamiento del ARNr: El transcrito primarío de los ge- 
nes de ARNr es el pre-ARNr 45S, que tras su procesamiento origina los 
ARNr 18S 5,8S y 28S. El procesamiento del pre-ARNr esfá mediado por los 
ARNs nucleolares pequenos (ARNsno). 

Ensamblaje de ríbosomas : Las subunidades rí bosom icas se ensamblan 
en el nucléolo a partir de los ARNr y de las proteínas ribosómicas. 

EL NÚCLEO DURANTE LA MITOSIS 

Disgregación de la envuelta nuclear: La entrada en mitosis se debe a la 
activación de la proteína quinasa Cdc2. En la mayoría de tas células. la en¬ 
vuelta nuclear se fragmenta al final de la profase. La despolimerización de la 
lámina nuclear ocurre por fosforilación de las láminas debido a la actividad 
de Cdc2 y de otras proteína quinasas. 

Condensación de los cromosomas: La fosforilación de las histonas Hl y 
H3 se correiaciona con la condensación de los cromosomas mitóticos, y la 
fosforilación de H3 es necesarla para una condensación adecuada de los 
cromosomas. Un complejo de proteínas denominado condenslna es acítva- 
do mediante su fosforilación por Cdc2 y partícipa en la condensación de los 
cromosomas. 

Reorganizacíón del núcleo interfásico: La ínactivación de Cdc2 al final de 
la mitosis promueve la reorganizacíón de la envuelta nuclear y ta desconden- 
sación de los cromosomas. Entonces las proteínas nucleares se importan de 
manera selectiva a través de los complejos del poro nuclear. 


5. Descnbe cómo la actividad de un fac¬ 
to r de transcripción reguiador de un gen 
puede ser regulada por el importe nuclear. 

6. Usted está estudiando un factor de 
transcripción regulado por la fosforilación 
de residuos de serina, !o que inactiva la 
seňal d e localización nuclear. ^Córno 
afectaría la sustitución de residuos de se- 
rina por alanína a la localización subcelu- 
lar deľ factor de transcripción y a la expre¬ 
sión de su gen diana? 

7. ^Cómo afectaría una mutación en la 
seriál de exportación nuclear de una pro- 
teŕna que viaja continuamente entre el 
núcleo y el citopfasma a su distribución 
subcelular? 


Chook, Y, M. a nd G. Blobel. 1999, Strú c túre 
of the nuclear transport complex karyu- 
phenjv2-Ŕan.GppNHp, Náture 399: 230- 
237. [P] 

Chook, Y. M. and G. Hlobeľ 2001. Karyo- 
pherins and nuclear import. Gtttr. Ópiu. 
Stnú L Btol. 11: 703-715, [R| 

Cingulani, G C, Petosa, K. Weis and C. VV. 
Muller. 1999. Stmcture oŕ importin-// 


8, La replicación del ADN parece tener 
lugar en unas 200 localizaciones especí- 
ficas o fábricas de replicación, ^Córno lo- 
calizarías estos dominios en células de 
mamífero en cultivo? 

9. Las seňales de localización nuclear 
no son escindidas por peptidasas seňal 
como los son los péptidos de seňal-ER. 
Dados los cambios que sufren los nú- 
cleos durante el ciclo celular ŕ sugiera una 
razón por la que las seňales de localíza- 
cíón nuclear no se eliminan, 

10* ^Cuäl es el papelde la proteína qui¬ 
nasa dependiente de ciclinas Gdc2 en la 
ínicíación de la mitosis? 


bou n d to the JbB dom j in of importin- 2 . 
Náture 399: 221-229. [P] 

Parteholt, B, 1997. A Inak at messenger R N ľ 
ntoving through the nuclear póre. Celí 88: 
585'588. [R] 

Cant, T. M. and K. L, Wilson, 1997, Nuclear 
assembly. Ann. Rev, Celí Biol. 13: 669-695. 

[R] 

Gerace, L, and B, hurke. 1988. ľunctionní or- 



Capi'tulo 8 • Núcleo • 353 


ganízatíon of tht rrudear envelope, Ann. 
Rev. Celí Biol 4: 353-374, [R| 

Gerate, L, and R, Foisnen 1994. Integrál 
membráne proteins and dynamic organ í/- 
ii 1 1 on of the nuclear envelope. T r end s Celí 
Biol 4: 127-131. [R] 

Goldman, K. L) , Y. Gruenbaum, R. D, Moir, 
D. K. Shumaker and T, ľ Sparní. 21)02. 
Nuclear lamiriš: building blocks o ŕ nuclear 
architecture. Gcm-s Dcu 36: 533-547. [R] 
Ohno, M„ M. Fornerod and L W. Mat taj. 
1998. Nucleocy íoplas m í c transport: The 
List 200 nanometers- Celí 92: 327-336- [R| 
Ryan, K, J. and S. R. Wente 2000 The nuclear 
póre complex: a protein machine bridgtng 
the nudeus and cytoplasm. Curr. Opin. 
Cdl Biol. 2: 361-371. [R] 

Ullman, K. S., M. A. Powersand D. J, Fprbes. 
1997. Nudear export ťeceptors: From im- 
portin to export m. Celí 90: 967-970, [R] 
Vandromme, M,, C. Gauthier-Rouviere, N. 
Lamhand A, Fernandez, 1996, Regulation 
of transcription factor localization: Fine- 
tuning of gene expression. Trt-mís Biachem. 
Sci. 21: 59-64. [R] 

Vetter, ľ. R,, A, Arndt, U. Kutay, D. Gorlkh 
a nd A. W i ttinghofe r. 1999. S tr uc l u ra 1 v i ew 
of the Ran-ímportin jí interaction at 2,3 Ä 
resolution. Celí 67: 635-646, [P] 

Weis, K. 2002, N udeocy topia s m i c transport: 
cargo traffieking ácross the bor der Curr. 
Opití. Celí Biol. 14: 328-335, [Rj 

O rga n i za ción i ti tern a 
det núcleo 

Gali, j. G. 2000, Cajal bod i es: the First 100 
years, Aon. Rev. Celí Dev. Biol. 16: 273-300. 

m 

Gilson, F., T. Laroche and S, M. Gasser. 1993. 
Telomeres and the funetíonal architecture of 
the nucleus. Tremis Celí Biol. 3: 128-134, [R| 
Hozak, ľ. and ľ K. Cook. 1994. Repfotion 
factories, Tremis Celí Biol 4: 48-49. [Rj 
Lamond, A. I and W, C. Karnshaw. 1998, 
Structure and funetion in the nude u s. 
Science 280: 547-553. |R| 


Manuelidis, L. 1990, A view uf interphase 
chróm osomes. ScíeiicŠ 250: 1533-1540, f R] 
Mater a, A. G. 1999, Nudear bodies: Multiŕa- 
ceted subdomains of the interchromatin 
space. Trnul* Celí Biol. 9: 302-309. [K] 
Mathog, D„ VI. Hochstrasser, Y. Gruen¬ 
baum, II. Saumweber and J, Sed a t, 1984. 
Chnrneteristk ťolding pat tern of polytene 
chromosomes in Drosophila sal ä vary 
gland nuelei Náture 308: 414-421. [ľj 
M iste l i. T., J. F, Caccres and O. 1 Spector. 
1997. The dynamics of a pre-mRNA spi i 
d ti g factor in living celíš. Náture 387: 523- 
527, [P] 

Mís telí, T, and p, F. Spector. 1997. Protein 
phosphorylation and the nuclear organi/- 
ation of pre-mRNA splking, Tremis Celí 
Biol. 7: 135-138, [R] 

Worman, H. J. and j. C. Courvalin. 2002. The 
nudear I am i na and inherited disease. 
Trend* Celí Biol. 12: 591-598, [R] 

Nuciéolo 

Fatica, A. and D. Tnllervey 2002. Makíng ri- 
bosomes. Curr* Opin. Celt Biol. 14: 313-318. 

[R] 

Grosshans, H., K, Deinert, E, 1 lurt and G. Si- 
mos, 2001, Bíogcnesis o f the signál reeog- 
nition particle ($RP) involves import of 
SR ľ proteins i n to the micleolus, assembly 
with the SRP-RNA, and Xpol p-medíated 
export, j. Celí Biol 153: 745-762. [V] 
Johnson, A. VV„ Ľ, Lund and J. Uahlberg. 
2002. Nuclear export o ŕ ribosomal 
subunits. Tremis Biochem. Sci 27: 580-585. 

[R] 

Kiss, T. 21X12. SrnaII nucleolar RNAs: an 
ábundant group of nemeoding RNAs with 
d i verše celí u la r funetions. Celí 109: 145-148. |R| 
Miller, O. L , j r, and B. Beat ty. 1969, Vísualb 
zation of rtudeolar genes. Science 164:955- 
957.|Pj 

Olson, M. G., R- Hingorani and A, Szebeni. 
2002, Conventional and norte o n v entí on a l 
r o les of tlie nudeolus. hit. Rev. CytoL 219: 
199-266. [R] 


EI núcleo durante !a mitosis 

Eíde> T. r C. Carlson, K, A, Tasken.T. I lirano, 
K. Tasken and ľ, Côllas. 2002. Distinct but 
overlapping domains ot AKAI*95 are im- 
plicated in chmmosome condensation 
and condensin targetíng. EMŕíO Rep. 3: 
426-432, [P] 

Ganh T. M. and K. h. Wilson 1997, Nuclear 
assembly, Anit, Rev. Celí Biol. 13: 669-695. [RJ 
HeaJd, R. and F. McKeon. 1990. Mutations of 
phosphorylation site s in lamí n A t ha t pre 
venl nuclear lani i na disassemblv in mito¬ 
sis. Celí 61: 579-589, [F] 

Kimura, K„ M. H i ráno, R. Kobayashi and 
T, Hirano 1998. Phošphorylatíon and activa- 
tion o ť 13S condensin bv Cdc2 in vilro. 
Science 282: 487-490. [PJ 
Koshland, IT and A. Strunu i kov. 1996. Mito- 
tie chromosome condensatíon. Am. &£<■ 
Celí Biol. 12: 305-333. [R] 

Marshall, 1, C. B. and K. L Wilson. 1997. Nu- 
dear envelope assemblv after mitosis. 
Tremis Celí Biol. 7: 69-74, [RJ 
Murray, A, and T. llunt. 1993. The Celí 
Cycle: An hitroduction. New York; W. H. 
Freeman. 

Murray, A. W. 1998. How to com pac t DNA. 

Science 282: 425-427, [R] 

Peter, .VI , |. Nakagawa, M, Dore[, F C. Labb| 
and F. A, Nigg. 1990, In vitro dísassemhly 
oŕ the nudear la mína and M phase-speei- 
fit - phosphory lation of lamins by cdc2 ki- 
nase. Celí 61:591-602. [P] 

Uhlmaim, F, 2001. Chromosome condensa- 
tíon: packa gin g the genome. CtYrr. Biol J I: 
R384-R387, [R] 

Ward, C. E. and M W. Kirschner. 1990, 
Identification of celí cyeIe-regula ted phos¬ 
phorylation sites on nudear lamin L, Ctil 
61: 561-577. [P] 

Wei, Y., L, Yu, J, Brown, VI. A. Gorovsky and 
CD. Allis, 1999. Phosphorylation o f h i sto¬ 
ne H 3 is required f or p rope r chromosome 
condensation and segregation. Celí 97: 99- 
109. [PJ 




Retículo endoplásmico 355 

Aparato de Golgi 374 

Mecanismo de transporte 
de Jas vesículas 382 

Lisosomas 389 

Experimento clave: 

Hipótesis de la sena! 380 

Medicína moleclfľar: 
Enfermedad de Gaucher 392 


d e más de por la PRESENCIA de un núcleq, las céluías eucariotas se dlstín- 



guen de las células procariotas por la presencia en el citoplasma de orgá- 


i \ nulos rodeados de membrána, Estos orgánulos proporcionan compartí- 
mentos diterenciados en los que tieň en lugar actividades celulares específícas, 
y la subdrvisión resuttante del citoplasma permite a las células eucariotas fu n- 
cionar efícientemente a pesar de su gran tamano (aproximadamente 1.000 ve- 
ces el volumen de las bacterias), 

Debido a la compleja organizacíón interná de las células eucariotas, distri- 
buiry dirigir a las proteínas hada sus destinosadecuadosson tareas considera- 
bles. El primer paso en la distribucion de las proteínas tiene lugar mientras aun 
está en marcha la traducción. Muchas proteínas destinadas al retŕculo endo- 
plásmico, al aparato de Golgi, a los lisosomas, a la membrána pfasmátíca y a 
ser secretadas se sintetizan en los ribosomas unidos a la membrána del retículo 
endoplásmico. A medida que la traducción continúa, las cadenas polipeptídtcas 
se transportan al interior del retículo endoplásmico, donde tiene lugar el plega- 
mtento y procesamíento de las proteínas. Desde el retículo endopläsmico, las 
proteínas se transportan en vesículas al aparato de Golgi, donde son nueva- 
meňte procesadas y distribuídas para el transporte a los lisosomas, a la mem¬ 
brána plasmática o a ser secretadas desde la céiula Algunos de estos orgánu¬ 
los, además de los endosomas, participan en la organizaeión y el transporte de 
proteínas que son internalizadas desde el exterior celular (véase el Cap. 12). El 
retículo endoplásmico, el aparato de Golgi y los lisosomas se diferencian de 
esta manera de otros orgánulos cítoplasmicos en que intervienen conjuntamen- 
te en el procesamiento de las proteínas y en que están conectados mediante 
vesículas de transporte. 

Retículo endoplásmico 

E! retículo endoplásmico (ER) es una red de túbulos y sacos (cisternas) ro- 
deados de membrána que se extiende desde la membráne nuclear por todo el 
citoplasma (Fig. 9,1). Todo el retículo endoplásmico está rodeado por una 
membrána contlnua y es el orgánulo más grande de la mayoría de ías células 
eucariotas, Su membráne puede representar aproximadamente la mitad de to- 
das las membranas de la céiula, y el espacio encerrado por e! RE (la luz, o 
espacio de las cisternas) puede representar atrededor del 10 % de todo el volu¬ 
men celular. Gomo se trató prevíamente, hay dos tipos distintos de RE que 
realizan fundones diferentes en la céiula. El RE rugoso, que está cubíerto por 
ribosomas en su superficíe externá, y el RE de transicion. de donde parten 
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Figúra 9.1 

Retículo endoplásmico (RE). (A) Micro- 
fotografía electrónica det R E rugoso en 
células de hígado de rata. Los ribosomas 
están unidos a la čara citosólica de la 
membrána del RE, (B) Microfotografía 
electrónica del R E líso en las células de 
Leydig del testículo, que participan activa- 
mente en la síntesis de hormonas esteroi- 
deas, (A, Richard Rodewald, University of 
Virginia/Biological Photo Service; B, Dan 
Fawcett/Photo Researchers, Inc,) 


vesículas hada ei aparato de Golgi, funcíonan ambos en el procesamiento de 
las proteínas. El RE liso no está asociado con los ribosomas y estä ímplicado 
en el metabolismo de los lípidos, en lugar de en el de las proteínas. 

Retículo endoplásmico y secreción de proteínas 

El papel del retículo endoplásmico en el procesamiento y dístribución de ias 
proteínas fue demostrado por primera vez porGeorge Palade y sus coíaborado- 
res en los aňos 60 (Fig. 9,2). Estos investigadores estudiaron el destino de las 
proteínas recién sintetizadas en unas células especializadas del páncreas (cé¬ 
lulas pancreátícas acinares) que secretan enzimas dígestivas a! intestíno delga- 
do. Debido a que la mayoría de las proteínas sintetizadas por estas células son 
secretadas, Palade y colaboradoresfueron capaces de estudiar la ruta tomada 
por las proteínas secretadas simpíemente medíante el marcaje con aminoácb 
dos radiactivos de las proteínas recién sintetizadas. La localízación en la céluia 
de las proteínas marcadas radiactivamente se determinó a continuación me- 
diante una autorradiografía, poniendo de manifiesto los lugares celulares impli- 
cados en los procesos que conducen a ta secreción de las proteínas. Después 
de una breve exposíción de las células acinares pancreátícas a los aminoácidos 
radiactivos, se detectaron proteínas sintetizadas de novo en et RE rugoso, por 
lo que se le identificó eomo el lugar de sŕntesis de las proteínas destinadas a la 
secreción. Sí a continuación las células se incubaban durante un corto período 
de tiempo en un medio que contenía aminoácidos no radiactivos (proceso cono- 
cido como cazá), las proteínas marcadas radiactivamente se detectaban en el 
aparato de Golgi. Tras períodos de caza más largos, las proteínas marcadas 
radiactivamente migraban desde el aparato de Golgi a la superficie eelular en 
vesículas de secreción, que posteriormente se fusionaban con la membrána 
plasmática para liberar su contenido fuera de la céluia. 

Estos experimentos defínieron una vía tomada por las proteínas secreta¬ 
das, la vía secretora: RE rugoso -* Golgi -» vesículas de secrecíómexteriorde 
la céluia. Estudios adicionales ampliaron estos resultados y demostraron que 
esta vía no está restringida a las proteínas destinadas a ser secretadas. Las 
proteínas de la membrána plasmática y las lisosómícas también migran desde 
el RE rugoso hasta el Golgi y posteriormente a sus destinos finales. Otras pro- 
teínas pasan por las etapas iniciales de la vía secretora pero posteriormente 
son retenidas y su actividad tiene iugar en eí RE o en e) aparato de Golgi. 

Por lo tanto, la entrada de las proteínas en el RE representa un orúce de 
caminos muy importante en el tráfico de proteínas en ias células eucariotas. 
Las proteínas destinadas a ser secretadas o a incorporarse en el RE, aparato 
de GolgL lisosomas, o membrána plasmática son dírigidas inícialmente af RE. 
En las células de los mamíferos, la mayoría de las proteínas son transferidas al 
RE mientras están siendo traducidas por los ribosomas unidos a la membrána 
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Gaza a los 7 minutos 


(Fig. 9.3). Por el contrario. las proteínas destinadas a permanecer en el citosol o 
que se van a incorporar al núcleo, a las mitocondrias, cloroplastos o peroxiso- 
mas son sintetizadas en los ribosomas libres y liberadas al citosol cuando finali- 
za su traducción. 

Marcaje de las proteínas para dirigirse al retículo endoplásmico 

Las proteínas pueden ser translocadas al RE duraníe su síntesis en los riboso- 
mas unidos a la membrána (translocacíón cotraduccional) o una vez que la tra- 
ducción se ha completado en los ribosomas libres en el citosol (translocacíón 
postraduccional). En las células de los mamíferos, la mayoría de las proteínas 
entran en el RE de manera cotraduccional. mientras que en las ievaduras se 
utilizan tanto la vía cotraduccional como la postraduccional, El primer paso en la 
vía cotraduccional es la asociación de los ribosomas con e! RE. La marca que 
determina que los ribosomas se unan con la membrána del RE es la secuencia 
de aminoácidos de la cadena polipeptídica que está siendo sintetizada, en vez 
de propiedades intrinsecas del propio ribosoma. Los ribosomas libres y los uni¬ 
dos a la membrána son funcionalmente indistinguibles, y toda la síntesis protei- 
ca se inicia en los ribosomas que están libres en el citosol. Los ribosomas impli- 
cados en la síntesis de proteínas destinadas a ser secretadas están mareados 
para dirigirse al retículo endoplásmico mediante una secuencia seňal localiza- 
da en el extremo amino-terminal de la cadena polipeptídica en crecimiento. Estas 
secueneias seňal son pequeňos segmentos de aminoácidos hidrófobos que son 
escindidos de la cadena polipeptídica durante su transferencia a la luz del RE. 

El papel generál de las secueneias seňal para dirigir a las proteínas a sus 
localizaciones adecuadas en la célula se dilucidó por prímera vez mediante estu- 
dios sobre la internalización de las proteínas de secrectón en el RE. Estos experi- 
mentos utilizaron preparaciones in vitro de RE rugoso, que se aislaron de extrac- 
tos celulares mediante centrifugación en un gradiente de densidad (Fig. 9.4). 
Cuando las células se rompen, e! RE se fragmenta en pequeňas vesículas de- 
nominadas microsomas. Puesto que las vesículas derivadas del RE rugoso 
están reeubiertas por ribosomas, éstas pueden separarse de vesículas simiia- 
res derivadas del RE liso o de otras membranas (p. ej., la membrána plasmáti- 



Gaza a los 120 minutos 


Figúra 9.2 

Via secretora. Las células acinares pan- 
creáticas, que secretan la mayor parte 
de sus proteínas sintetizadas de novo en 
el tracto digestivo, se marcaron con ami- 
noácídos radíactívos para estudiar ta vía 
intracefular utilizada por las proteínas se¬ 
cretadas. Tras un corto periodo de ineuba- 
ción con aminoácidos radiaci i vos {marca¬ 
je de 3 minutos), la autorradiografia puso 
de manifiesto que las proteínas sintetiza- 
das de novo se localizaban en el RE rugo¬ 
so. Tras una incubación posterior con 
aminoácidos no radiactivos (caza) T se ob- 
servó que las proteínas se habían despla- 
zado desde el RE al aparato de Golgi y 
después, en el interior de vesiculas de se- 
creción, a la membrána plasmática y al 
exterior de ta célula. 
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Figúra 9.3 

Esquema generál de Ja distribución de 
las proteínas. En tas céldas de los mami- 
feros, la distribución iniciál de fas proteínas 
al RE se produce mientras tiene lugar la 
traducción. Las proteínas sintetizadas en 
los ribosomas ľfbres permanecen en el ci- 
tosol o son transportadas al núcleo t mito- 
condrias, doroplastos o peroxisomas. Por 
el contrario, las proteínas sintetizadas en 
los ribosomas unidos a la membrána se 
translocan al ŕnterior del RE mientras se 
están traduciendo. Pueden ser retenidas 
en el RE o transportadas al aparato de 
GolgL y de allí a los lisosomas, a la mem¬ 
brána plasmätica, o al exteriorcelular me- 
diante vesículas de secreción. 


Figúra 9.4 

Aíslamiento det RE rugoso. Cuando las 
células se rompen, el RE se fragmenta en 
pequeňas vesículas denomŕnadas micro- 
somas. Los mícrosomas derivados del RE 
rugoso (microsomas rugosos) están rodea- 
dos por ribosomas en su superficie externá, 
Debido a que los ribosomas contienen 
una gran canlidad de ARN, los microso¬ 
mas rugosos son más densos que los mi¬ 
crosomas lisos y se pueden aislar me- 
diante centrifugación de equilibrio en 
gradíente de densidad. 

Retículo 



endoplásmico 

rugoso 


Ribosomas libres en el eitosol 


Ribosomas unidos a la membrána 


Citosol 




Cítosol 



ca). Coneretamente, la gran cantidad de ARN existente en los ribosomas 
au menia la densidad de las vesículas de membrána a las que están unidos, 
permitiendo la puríficación de las vesículas derivadas del RE rugoso (microso¬ 
mas rugosos) mediante centrifugación de equilibrio en gradientes de densidad. 

Dávid Sabatini y Gúnter Blobel propusieron por primera vez en 1971 que la 
seňal para la uníon del ribosoma al RE era una secuencia de aminoácidos proxi- 
ma al extremo amíno-termina! de la cadena polipeptídica en crecimiento. Esta 
hipótesis fue apoyada por los resultados de la traducción in vitro de ARNm que 
codifican proteínas secretadas, como las inmunoglobulinas (Fig. 9.5). SI un 
ARNm que codifica una proteína secretada era traducído in vitro por ribosomas 
íibres, se observaba que la proteína producida era ligeramente mayor que la 
proteína normál secretada. Sín embargo, si se aňadian microsomas al sistema 
la proteína traducida in vitro se incorporaba a los microsomas y se escíndía en 
el tamaňo adecuado. Estos experimentos condujeron a que se formulára de una 
manera más detallada la hipótesis de la seňal, proponiendo que una secuencia 
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Traducción en ribosomas libres 



\ 


Proteína que contiene 
la secuencia seňal 

C 



Traducción en presertcía de microsomas 



Proteína 
incorporada 
a los microsomas 


5 1 

ARNm 


guía amino-terminal marca y dirige la cadena polipeptídica a ios microsomas y 
que es escindida posteriormente por una proteasa microsomal. Muchos hallaz- 
gos posteriores han sostenido ešte modelo, íncluyendo experimentos con ADN 
recombinante que han demostrado que la adición de una secuencía seňal a una 
proteína que normalmente no es secretada es suficiente para dmgir la ineorpo- 
ración de la proteína recombinante al R E rugoso. 

El mecanismo por el que las proteínas secretadas son dirigidas al RE duran- 
te su traducción (vía cotraduccional) se conoce bien actualmente, Las secuen- 
cías seňal están constituidas aproximadamente por 20 aminoácidos, incluyendo 
un grupo de residuos hidrófobos, habituaimente en el extremo amino-temmnal 
de la cadena polipeptídica (Fíg, 9,6). A medida que salen del ribosoma, las se- 
cuencias seňal son reconocídas y unidas a una partícula de reconocimiento 
de la seňal {PRS) que está constituida por seis polipéptidos y un ARN citoplás- 
mico pequeňo (ARNsrp). La PRS se une tanto ai ribosoma como a la secuencía 
seňal, inhibiendo la traducción y dírigiendo todo el complejo (PRS, ribosoma, y 
la cadena polipeptídica en crecimiento) al RE medíante la unión al receptor de la 
PRS en la membrána del RE {Fig. 9.7). La unión al receptor libera a la PRS del 
ribosoma y de la secuencia seňal de la cadena polipeptídica en crecimiento. 
Entonces el ribosoma se une a un complejo de translocación de proteínas en la 
membrána del RE ? y la secuencia seňal es insertada en un canai de la membrá¬ 
na o translocón. En las levaduras y en las células de los mamíferos, los trans- 
locones que atraviesan la membrána del RE están constituidos por tres protei- 
nas transmembrana, denominadas proteínas Sec61. Las proteínas Sec61 de las 
íevadurasy los mamíferos están estrechamente relacionadas con las proteínas 
de la membrána plasmática que transtocan los polipéptidos secretados en las 
bacterias, demostrándose una conservación significativa de la maquinaria de 
secreción de proteínas en las células procariotas y eucariotas. La transferencia 


Figúra 9.5 

Incorporación de las proteínas de se¬ 
creción a los microsomas. Las proteí¬ 
nas de secreción son dirigidas al RE por 
una secuencia seňal localizada en su ex¬ 
tremo amino(N)-terminal s que se elimína 
duranfe la incorporación de la cadena poli- 
peplídica en crecimiento al RE. Esto se 
demosíró média nie experimentos que 
mostraron que la traducción de los ARNm 
de una proteína de secreción en íos ribo¬ 
somas libres daba lugar a proteínas que 
mantenían su secuencia seňal y que por 
tanto eran ligeramente más grandes que 
las proteínas de secreción normales. Sin 
embargo, cuando s e aňadían microsomas 
al sistema, las cadenas polipeptídicas en 
crecimiento se Incorporaban a los micro¬ 
somas y las secueneias seňal eran elimi- 
nadas tnediante una rotura proteolŕtica. 


Figúra 9:6 

Secuencia seňal de la hormona deí 
crecimiento. La mayoría de las secuen- 
cias seňal contienen un segmente de ami¬ 
noácidos hidrófobos. precedido por resi¬ 
duos básicos (p ej. ŕ arginina). 


Sitio de escisičn 
d e la peptídasa seňal 
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Experimente clave 


Hipótesis de la seňal 


Transferencia de proteínas a través de membranas, I, Presencia 
de cadenas ligeras de inmunoglobuiinas procesadas proteolŕtioamente 
y sin procesar en ribosomas unidos a membrána procedentes 
de mieloma murino 

Gunter Bfobel y Bemhard Dobberstein 

Rockefeller University, New York 

Journal of Celí Biology, 1975 t Volumen 67 r págs 835-851 


Contexto 

^Cómo se transfíeren las cadenas 
pofipeptídicas específicas a travós 
de las membranas adecuadas? 
Estudios en los aňos 50 y 60 
índicaban que las proteínas 
secretadas eran sintetizadas en 
ribosomas unidos a membrána y 
que se transferŕan a través de la 
membrána durante su síntesis. Sin 
embargo, esto no explieaba po r 
qué los ribosomas implicados en la 
síntesis de las proteŕnas 
secretadas se unen a la membráne 
mšentras que los ribosomas que 
sintetizan las proteínas citosólicas 
no lo hacen. Una hipótesis para 
explicar esta diferencia fue 
sugerida por prímera vez por 
Gunter Blobel y Dávid Sabatini en 
1971. En ese momento 
propusieron que (1) Los ARNm que 
se traducían en los ribosomas 
unidos a membrána contenían u n 
conjunto característico de codones 
justo en 3 f a partir del sítio de 
iniciación, (2) la traducción de estos 
codones genera una secuencäa 
característica en el extremo 
amino-terminal de ta cadena 
polipeptídica en crecimiento (la 
secuencia seňal}, y (3) la secuenda 
seňal provoca ta unión del 
ribosoma a la membrána. En 1975 f 
Blobel y Dobberstein informaron 
acerca de una šerie de 
experimentos que apoyaban esta 
idea. Además, propusieron una 
«versión algo más detallada de 


esta hipótesis, en lo sucesívo 
llamada la hipótesis de la seňaK 

Experimentos 

Los miefomas son cánceres de 
iinfocitos B que secretan 
inmunoglobuiinas activamente, 
por lo que proporcíonan un buen 
modelo para los estudios de 
proteínas secretadas. Estudios 
prevíos en el laboratorio de Cesar 
Milsteín habían demostrado que 
las proteínas producidas por la 
traducción in vitro del ARNm de la 
cadena lígera de las 
inmunoglobuiinas eontienen 
aproximadamente 20 aminoácidos 
en su extremo amíno-íerminal que 
no están presentes en las 
cadenas ligeras secretadas. Ešte 
resultado condujo a la suposición 
de que estos aminoácidos dirigen 
la unión del ribosoma a la 

La traducción in wŕrodel ARNm de las cadenas 
ligeras de las inmunoglobuiinas en ribosomas 
libres (cenil 1) da lugar a un producto que 
migra más lentamente que las cadenas ligeras 
secretadas (carrif S) en la eleetroforesis en gel. 
Por el contrario. las cadenas ligeras 
sintetizadas por la traducción in vitro en 
ribosomas unidos a membranas (carril 2} tienen 
el mismo tamaňo que las cadenas ligeras 
secretadas. Además, a los productos de la 
traducción in vitro en ribosomas unidos a 
membrána no les afectó la digestión posterior 
con proteasas (carril 3), lo que indica que 
estaban protegidos de las proteasas por la 
inserción en los microsomas. 


membrána. Para comprobar esta idea, 
Blobel y Dobberstein investigaron la 
síntesis de cadenas ligeras, por 
ribosomas unidos a membrána, a partir 
de las células del mieloma. 

Como era de esperar por trabajos 
previos, la traducción in vitro del ARNm 
de las cadenas ligeras en los ribosomas 
libres daba lugar a una proteína que era 
más g rande que la cadena ligera 
secretada (véase (a Figúra). Por el 
conírario, la traducción in vitro del 
ARNm asociado a los ribosomas unidos 
a membrána de las células del mieloma, 
daba lugar a una proteína que tenía el 
mismo tamaňo que fa cadena ligera 
secretada normál. Es más r las cadenas 
ligeras sintetizadas por los ribosomas 
que permaneeían unidos a los 
microsomas eran resistentes a la 
digestión por proteasas aňadidas, lo que 
indieaba que las cadenas ligeras habían 
sido trasferidas a los microsomas, 

Estos resultados indieaban que una 
secuenda seňal amino-terminal es 
elimínada por una proteasa 
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del ribosoma desde fa PRS al complejo Sec61 permite que se reanude la tra¬ 
ducción, y la cadena polipeptídica en crecimiento se transfiere directamente al 
canai Sec61 y alravtesa la membrána del RE a medida que continúa la traduc¬ 
ción. Asi, el proceso de la síntesis de proteínas dirige directamente la transfe¬ 
rencia de las cadenas pofipeptídicas en crecimiento a través del canai Sec61 y 
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Hipótesis de la sena/ (continuación) 


en los mícrosomas a medida que 
las cadenas polípeptídicas en 
crecimiento se trasfieren a través 
de la membrána. Los resultados se 
ínterpretaron en términos de una 
versíón más detallada de ta 
hipótesis de ta seňal. Como 
expusieron Blobel y Dobberstein «la 
característíca esencial de la 
hipótesis de la senát es la existencia 
de una secuencia única de codones, 
localizada inmediatamente a ta 
dereeha del codon de ínictación, 
que está presente sólo en aquellos 
ARNm cuyos productos de 
traducción han de ser transferídos 
a través de una membrana.» 

Im pacto 

La transferencla selectiva de 
proteínas a través de las 


membranas es fundamental para el 
mantenimiento de los orgán ulos 
rodeados por membrána de las 
célutas eucaríotas. Para mantener 
la identídad de estos orgánulos, tas 
proteínas deben ser translocadas 
específicamente a través de tas 
membranas apropiadas, La 
hipótesis de la seňal proporcionó la 
base conceptual para comprender 
ešte fenómeno. Ešte modelo 
básico no sólo ha sido comprobado 
firmemente para la transferencia de 
proteínas secretadas en el retículo 
endoplásmico, sino que también ha 
proporcionado el marco para 
comprender el marcaje y dirección 
de las proteínas a todos los 
compartimentos de la célula 
rodeados por membrána, y por 
eonsiguiente causando un impacto 



Gunter Blobel 


en práctícamente todas las áreas 
de la biológia ceiular. 




Receptor 
del PRS 


Translocón 


Peptidasa senal 


al interior del RE. A medida que continúa la translocación, la peptidasa seňal 
escinde la secuencia seňal y el polipéptido es iiberado en la luz del RE. 

Muchas proteínas en las levaduras, asi como algunas proteínas en las célu- 
las de los mamíŕeros, son dírigídas al RE tras haber sido traducidas (transloca- 
ción postraduocional), en lugar de ser transferídas al RE durante su síntesis en 


3' ARNm 


Figúra 9 .7 

Dirección cotraduccional de proteínas 
de secreción al RE. Paso 1: A medida 
que la secuencia seňal emerge del ríbo- 
soma, es reconocída y unida a la partiou- 
la de reconocimiento de la seňal (PRS). 
Paso 2: La PRS acompaňa al complejo 
hasta la membrána det RE, donde se une 
ai receptor de la PRS. Paso 3: La PRS se 
libera, el ribosoma se une a un translo¬ 
cón. y la secuencia seňal se mserta en un 
canal de membrána. Paso 4; Se reanuda 
la traducción, y la cadena polipeptídica 
en crecimiento es translocada a través 
de la membrána. Paso 5: La escisäón de 
la secuencia seňal por la peptidasa de la 
seňal libera el polipéptido en la luz del RE 
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Paso 4 


Secuencia sena J 
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Figúra 9.8 

Translocación postraduccional de las 
proteínas en el RE. Las proteínas desti- 
nadas a una internalizacion postraduccio- 
nal al RE se sintetizan en ribosomas libres 
y se mantienen en una conformación des- 
plegada mediante chaperonas citosólicas. 
Sus secuencias seňal so n reconocidas 
po r el complejo Sec62/63, que está aso- 
ciado con el translocón en ia membrána 
del RE, La proteína Sec63 también estä 
asociada con una proteína chaperona 
(Bi P), que actua como un «trlnquete > mo- 
lecular dtrigiendo la translocación de la 
proteína al interior del RE, 



endoplásmieo 


Translocón 


ARMm 


Se c u end a seňal 


Cadena 

polipeptídíca completa 


los ribosomas unidos a la membrána. Estas proteínas son sintetizadas en ríboso- 
mas citosólicos libres r y su tncorporación postraduccional al RE no requiere una 
PRS. En su lugar, sus secuencias seňal son reconocidas por proteínas recepto- 
ras diíerentes (el complejo Sec62/63) asociadas con el translocón en la membrá¬ 
na del RE (Fig. 9,8). Se requieren las chaperonas citosólicas Hsp70 para mante- 
ner a las cadenas polipeptídicas en su conformación primaria para que puedan 
penetrar en el translocón, y otra chaperona Hsp70 en el interior del RE (denomi- 
nada BiP) es necesaría para permitir que la cadena polipeptídíca atraviese el 
canaJ hasta el interior del RE, Parece que la uníón de las cadenas polipeptídicas a 
BiP es necesaría para dirigir fa traslocación postraduccional de las proteínas al 
RE, míentras que la translocación cotraduccíonal de las cadenas polipeptídicas 
en credmiento está dirigída directamente por el proceso de la síntesis proteica. 

Inserción de ías proteínas en In membrána del RE 

Las proteínas cuyo destino es ser secretadas o residir en la luz del R E, aparato 
de Golgi, o lísosomas son transíocadas a través de la membrána y íiberadas en 
la luz del RE tal como ya se ha descrito. Sin embargo, las proteínas destinadas a 
incorporarse en la membrána plasmática o en la membrána del RE f Golgi, o líso- 
somas se insertan inicialmente en la membrána del RE en lugar de ser liberadas 
a la luz. Desde la membrána del RE contínúan hasta su destino final por la misma 
ruta que la de las proteínas secretadas: RE-Golgi-Membrana plasmática o lisoso- 
mas. Sin embargo, estas proteínas son transportadas a lo largo de esta ruta como 
componentes de la membrána, en lugar de como proteínas solubles. 

Las proteínas integrales de la membráne se incluyen en la membrána me¬ 
diante regiones hidrofóbicas que atraviesan la bicapa lipídica (Fig. 2,48). Las 
partes de estas proteínas que atraviesan la membrána suelen ser regiones en 
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Figúra 9.9 

Orientaciones d e las proteínas d e membrána. Las proteínas integrál es de fa membrána 
airaviesan la membrána mediante región es en alfa-hélice d e 20 a 25 aminoácidos hidrófo- 
bos. que pueden ínsertarse con dístíntas onentaciones. Las proteínas de fa izquierda y del 
centra atraviesan la membrána una úntca vez, pero se diferencian en funcäón de que sea el 
extremo amino (N) o carboxilo (C) terminál el que está en el lado citoplásmíco. A la derecha 
hay un ejemplo de una proteŕna que tiene múltíples regionesque atraviesan la membrána. 


hélice alfa constituídas por 20 a 25 aminoácidos hidrófobos. La formadón de 
una hélíce alfa maximiza los puentes de hidrčgeno entre los enlaces peptídicos, 
y las cadenas laterales hidrofobas de los aminoácidos interaccionan con las 
colas de ácidos grasos de los fosfolípidos. Sin embargo, las distintas proteínas 
integrafes de la membrána difieren en cómo estän insertadas. (Fig. 9.9). Por 
ejempfo, mientras que algunas proteínas integrales atraviesan la membrána 
una sóla vez, otras tienen múltiples regiones que atraviesan la membrána. Ade- 
más. algunas proteínas están orientadas en la membrána con su extremo amí- 
no-terminal en el lado citosólico: otras tienen su extremo carboxilo-terminal ex- 
puesto al citosol. La orientación de las proteínas insertadas en el RE, Golgi, 
Nsosomas y membranas plasmáticas se establece a medida que las cadenas 
polipeptídicas en crecimiento se translocan en el RE. La luz del R E equivale 
topológícamente al exterior de la célufa, por lo que los dominios de las proteínas 
de la membrána plasmática que están expuestos en la superficie celular se 
corresponden con las regiones de la cadena polipeptídica que se translocan a! 
interior de! RE (Fig. 9.10). 

El mecanismo más directo de inserción en la membrána del RE da como 
resultado la síntesis de proteínas transmembrana orientadas con sus extremos 
carboxilo terminál hacia el citosol {Fig. 9.11). Estas proteínas tienen una secuen- 
cia seňal amino terminál normál, que es escindida por la peptidasa seňal durante 
la translocación de la cadena polipeptídica a través de !a membrána del RE por el 
translocón. Seguidamente se anclan a la membráne por una segunda hélice alfa 
que atraviesa la membrána, localizada en el centro de la proteína. Esta secuencia 
transmembrana, denominada secuencia de detención de la transferencia, de- 
termina el cierre del canal translocón. De ešte modo se bloquea que la cadena 
polipeptídica se siga translocando a través de la membrána del RE, por lo que la 
porción carboxilo terminál de la cadena polipeptídica en crecimiento se sintetíza 
en el citosol. Ahora se produce la separación de las subunidades del translocón 
y el dominio trasmembrana de la proteína penetra en la bicapa lipídica. Por lo 
tanto, la inserción de estas proteínas en la membrána implica la acción secuen- 
cial de dos elementos diferentes: una secuencia seňal amino terminál suscepti- 
ble de ser escindida que inicia la translocación a través de la membrána, y una 
secuencia transmembrana de detención de la transferencia que ancla la proteŕ- 
na a la membrána. 
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Figúra 9.10 

Topologŕa de la vŕa secretora. La luz del retículo endoplásmico y del aparaío de Golgi 
son topológicamenteequfvalentes al exterior de la celela. Por tanto, aquellas partes de las 
cadenas polípeptídicas que se translocan al interior del RE son expuestas en la superficie 
celular tras su transporte a la membrána píasmática. 
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Figám 9. íl 

tnserción de una proteína de membrána con una secuencia seňal susceptible de escisión y una única secuencia 
de deteneión de la transferencia. La secuencia seňal se escinde a medida que la cadena polipeptídíca atraviesa fa 
membrána, por io que eí extremo amino terminál de la cadena polipeptídica queda expuesto a la luz del RE, Sin embargo, 
la translocación de la cadena polipeptídica a Iravés de la membrána es interrumpida por una secuencia transmembrana 
de deteneión de la transferencia, que cierra el canal de translocación Sec6t y abandona e! canal lateralmente para anclar 
la proteína a la membrána del R E. La continuación de la traduccion da lugar a una proteína que atraviesa la membrána 
con su extremo carboxilo terminál en el lado citosólico. 


Las proteinas tambián pueden anclarse en la membrána del RE mediante 
secuencias seňal internas que no son escindidas por la peptidasa seňal 
(Fig. 9.12). Estas secuencias seňal internas son reconocidas por la PRS y tras- 
ladadas a la membrána del RE de la manera vista hasta ahora. Sin embargo, 
debido a que no son escindidas por la peptidasa seňal T estas secuencias seňal 
actúan como hélices alfa transmembrana que abandonan el canal de transloca- 
ción y andan a las proteinas a la membrána del RE. Es importante seňalar que 
las secuencias seňal internas pueden estar orientadas de tal manera que díríjan 
la translocación a través de la membrána bien del extremo amino o bien del 
extremo carboxilo terminál de la cadena polipeptfdica Por tanto, dependiendo 
de la orientación de !a secuencia seňal, las proteinas insertadas en la membrá¬ 
na mediante ešte mecanismo pueden tener bien su extremo amino o bien su 
extremo carboxilo terminál expuesto al citosol. 

Las proteinas que atraviesan la membrána varias veces se piensa que son 
insertadas como resultado de una šerie alternante de secuencias seňal internas 
y secuencias transmembrana de detendón de la transferencia. Por ejemplo, 
una secuencia seňal interná puede dar lugar a la ínserción en la membráne de 
una cadena polipeptídica con su extremo amino terminál en el lado citosólico 
(Fig, 9.13). Si a continuación se encuentra una secuencia de deteneión de ta 
transferencia, el polipéptidoformará un bude en ta luz del RE, y la síntesis de la 
proteína continuará en el lado citosólico de la membráne. Si aparece una se- 
gunda secuencia seňal, la cadena polipeptídica en crecimiento se insertará otra 
vez en el RE, dando lugar a otro dominio en forma de bude en el lado citosólico 
dela membrána, A esto le puede seguir otra secuencia de deteneión de la trans- 
ferencia, por lo que una seríe alternante de secuencias seňal y de deteneión de 
la transferencia pueden dar lugar a la inserción de las proteinas que atraviesan 
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Figúra 9.12 

inserción de proteínas de membrána 
con secuencías seňal internas que no 
se escínden. Las sacuencias seňal inter¬ 
nas que no se escinden pueden dar lugar 
a la inserción de cadenas polipeptídica s 
en cualquier orientación en la membrána 
del RE. (A) La secuencia seňal dirige la 
inserción del polipéptido de tal forma que 
su extremo amino terminál queda expues- 
to al lado citosólico. El resto de la cadena 
polipeptídica se transloca al interior del 
RE a medída que continúa la traducción. 
La secuencia seňal no se escinde. por lo 
que actúa como una secuencia que atra- 
víesa la membrána que ancla la proteína a 
la membrána con su extremo carboxilo 
terminál en la luz del RE. (B) Otras se- 
cuencias seňal internas se orientan de tal 
manera que dirigen la transferencia de la 
porción amino terminál del polipéptido a 
través de la membrána, Al continuar la tra¬ 
ducción se forma una proteína que atra- 
viesa la membrána del RE con su extremo 
amino terminál en la luz y su extremo car¬ 
boxilo terminál en el citosol. Obsérvese 
que esta orientación es la misma que la que 
resulta de la inserción de una proteína que 
contiene una secuencia seňal que se es- 
cinde seguŕda de una secuencia de deten- 
ción de Ja transferencia (véase Fig. 9.11 >, 



(A) Citosol 
5 f 


Luz del retŕculo endoplásmico 



(B) Citosol 


interná 

Luz del retículo endoplásmico 


la membrána varias veces, con domínios en forma de bude expuestos tanto a la 
luz del RE como al lado dtoplásmico. 

Plegamiento y procesamienia de las proteínas en el RE 

El plegamiento de las cadenas polipeptidicas en sus conformaciones tridimen- 
síonales correctas, el ensamblaje de los polipéptidos en proteínas constituidas 
por varias subunidades, y las modifícacionescovalentes implicadasen el proce- 
samiento de las proteínas se trataron en el Capŕtulo 7. Con respecto a las pro¬ 
teínas que entran en la vía secretora, muchos de estos acontecimientos ocu- 
rren durante la translocación a través de la membrána del R E o en el interior de 
la luz del RE, Uno de estos procesos es la rotura proteolítica del péptido seňal a 
medida que la cadena polipeptídica se transloca a través de la membrána del 
RE. El RE es también el sitio donde tiene lugar el plegamiento de las proteínas, 
el ensamblaje de proteínas de varias subunidades, la formáciou de los puentes 
disulfuro, las primeras etapas de la glicosilación, y la adición de anclajes de 
glicolípidosa algunas proteínas de la membrána plasmática. De hecho, el papel 
principál de las proteínas de la luz del RE es catalízar el plegamiento y ensam¬ 
blaje de los polipéptidos recién translocados, 

Como ya se ha dicho, las proteínas se translocan a través de la membrána 
del RE a modo de cadenas polipeptídicas sin plegar míentras prosigue su tra¬ 
ducción, Por lo tanto, estos polipéptidos se plíegan en su conformación tridi- 
mensional en el RE. asistidos por las chaperonas moleculares que facilitan el 
plegamiento de las cadenas polipeptídicas (véase Cap. 7). Se cree que la cha- 
perona HspľO, BiP, se une a la cadena polipeptídica sin plegar cuando cruza la 
membráne, y después média el plegamiento proteico y el ensamblaje de proteí¬ 
nas con multiples subunidades, en el interior del RE (Fíg. 9.14). Las proteínas 
correctamente ensambladas son liberadas de BiP y otras chaperonas, y así 
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Luz del retículo endoplásmico 
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de la transferencia 



Segunda 

secuencia 

seňai 


están disponibies para su transporte al aparato de Gotgi, Las proteínas pfega- 
das de forma anómala o incorrectamente ensambladas son dianas de degrada- 
ción, como se estudia más adelante. 

La formación de puentes disulfuro entre las cadenas laterales de los rest- 
duos de cisteína es un aspecto importante del ptegamiento y ensamblaje proteL 
co en el RE Estos puentes no se forman en el cítosol, que se caracteriza por ser 
un ambiente reductor que mantiene los residuos de cisteína en su estado redu- 
cido ( — SH|. En el RE, sin embargo, u n ambiente oxidante promueve la formación 
de puentes disulfuro (S S), y los puentes dísulfuro formados en el RE desempe- 
ňan un papel importante en la estructura de las proteínas secretadas y de la 
superfide ceíuiar. La formación de los puentes disuffuro está favorecida por la 
enzima proteína disulfuro isomerasa (véase Fig. 7,21) que se locafiza en la 
luz del RE, 

Las proteínas también son glicosiladas en residuos específicos de asparra- 
gina (/V-glícosilación), en el RE, mientras se están traducíendo (Fig, 9.15), 
Como se trató en el Capítulo 7, se aňaden unidades de olígosacáridos constitui- 
das por 14 residuos de azúcar a los residuos de asparragina de las cadenas 
polipepttdicas en crecimiento, mientras están siendo translocadas al RE. El oligo- 
sacárido se sintetiza en un transportador lipídico (dolicoi) anclado en la membrá¬ 
na del RE. Después se transfíere como una unidad a los residuos de asparragina 
aceptores en la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr mediante una enzima unida 
a la membrána denominada olígosacaril transferasa, Se eliminan cuatro resi¬ 
duos de azúcar (tres glucosas y una manosa) mientras la proteína aún está en 
el RE n y la proteína es modificada posíenormeníe después de haber sído trans- 
portada al aparato de Golgi (lo que se tratará posteríormente en ešte capítulo). 


Figúra 9.13 

Inserción de una proteína que atravie- 
sa la membráne varias veces. En ešte 
ejemplo, una secuencia seňai interná da 
lugar a la inserción de la cadena polipeptí- 
dica con su extremo amino terminál en el 
lado citosol ico de la membrána, Una se¬ 
cuencia de detención de la transferencia a 
continuación determina el cierre del canal 
de translocación, lo que provoca que la 
cadena polipeptídica forme un bude en la 
luz del RE r y la traduccion conttnúa en el 
citosol, Una segunda secuencia seňai im 
terna produce la reapertura del canal, lo 
que provoca la reinserción de la cadena 
polipeptídica en la membrána del RE y 
formándose u n bude en el citosol , El pro¬ 
cese puede repetirse muchas veces, dan- 
do lugar a la inserción de proteínas con 
múltiples regíones que atraviesan la mem¬ 
brána. 
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Figúra 9.14 

Plegamiento de proteínas en el RE. La 

chaperona moleeular Bi P se une a las ca- 
denas polipeptídicas cuando atraviesan la 
membrána del R E y favorece el plega¬ 
miento y el ensamblaje de proteínas en el 
RE, 


Algunas proteínas se anclan a la membrána plasmática mediante glicolípi- 
dos en lugar de mediante regiones de la cadena polípeptídica que atraviesan la 
membrána. Debido a que estos glicolípidos anclados a la membrána contienen 
fosfatidilinositol, se denominan anctajes de glicosUfosfatidilinositof (GFI) 
cuya estructura se muestra en la Figúra 7.32. Los anclajes de GFf se ensanv 
blan en la membrána del RE. Se unen inmediatamente despuésde completarse 
la síntesrs de las protemas, al residuo carboxilo terminál de algunas proteínas 
ancladas en la membrána por una región C-terminal que atraviesa la membrána 
(Ftg. 9.16). La región transmembranade la proteína se intercambia porel ancla- 
je de GFI t por lo que estas proteínas permanecen unidas a la membrána sóio a 
través del glicolípido. Al igual que las proteínas transmembrana, son transporte’ 


Figúra 9,15 

Glicosilación de proteínas en el RE, 
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E! oligosacárido se 
transfiere desde u n 
transportador lipídico de 
dolicol a las cadenas 
polipeptídicas mientras 
están sien do 
translocadas a través de 
la membrána del RE, 


Se eliminan tres 
residuos de gJucosa 
mediante dos enzimas 
distintas. 



Citosol 
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Se elímina una manosa. 


Luz del retículo endoplásmico 



































































































































Capítulo 9 • Distribución y transporte de proteínas • 369 



Cítosol 


Luz del RE 
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Cadenas lateraies de ácidos grasos 
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Figu r á 9.16 

Union de los anclajes de G R, Los an- 

clajes de gllcosilfosfaíídilinosiíol (GFI) 
contienen dos cadenas de ácidos grasos, 
un resto oligosacárído constituído por ino 
sitol y oíros azúcares, y eta norami na (véa- 
se Fig, 7.32 para una estructura más deta- 
líada). Los anclajes de GFI se ensamblan 
en el R E y se onen a los polipéptidos an- 
ciados en la membrána por una región 
carboxflo terminál que atraviesa la mem¬ 
brána. La regtón que atraviesa la mem¬ 
brána se escinde. y el nuevo extremo car- 
boxilo terminál se une al grupo NH £ de la 
etanolamina inmediatamente después de 
que haya finalizado la traducción, dejando 
a la proteína unida a la membrána me- 
diante el anclaje de GFI. 


das a la superficie celular como componentes de la membrána a través de la vía 
secretora, Su orientación en el RE determína que las proteínas ancladas al GFI 
sean expuestas hacia el exterior de la céluía, permaneciendo unidas a la mem¬ 
brána a través del anclaje de GFI. 

Posíblemente hasta la mitad de las proteínas sintetizadas en el RE son de- 
gradadas en menos de 20 minutos, princípalmente porque no se pliegan correc- 
tamente. Asi\ un pape! irmportante del RE es identificar las proteínas mal plega¬ 
das, marcarlas y dirigirlas a la vía de degradación. Puesto que ayudan a las 
proteínas a plegarse correctamente, las chaperonas y las enzimas del procesa- 
miento proteico presentes en el lumen del RE a menudo actúan como sensores 
de proteínas plegadas incorrectamente. El proceso de control de calidad de 
proteínas del RE no se conoce por completo, pero los papeles que juegan las 
chaperonas gliceproteicas, calnexina y calreticulina (Fig. 9.17), son bastante 
conocidos, Estas proteínas unen residuos de azúcar presentes en las glicopro- 
teínas parcíalmente plegadas antes de que se complete la translocacion y tacili- 
tan el correcto plegamíento de las glicoproteínas. Si la glícoproteína es incapaz 
de plegarse tras múltiples ciclos, el complejo de la chaperona lo envíará a una 
vía de degradación que implica la retrotranslocación de la cadena proteíca a 
través del canal del translocón. En e! cítosol šerá marcada por ubiquitinadón y 
degradada en el proteasoma como se describió en el Capítulo 7. 

R F liso y síntesis de líp i d os 

Además de su actividad en el procesamiento de las proteínas secretadas y de 
membrána, el RE es el srtio principál en el que se sintetizan los lípidos de la 
membrána en las céiulas eucariotas, Puesto que son extremadamente hidrófo- 
bos, los lípídos se sintetizan asociados con membranas celuiares ya existentes, 
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Citosol 



La escisión de! péptido seňal y u n ión de! oOgosacárído 
por un enlace N lienen lugar mientras la cadena 
proteica sala del translocón. A continuación se 
eliminan dos residuos de glucosa, permitiendo a la 
calnexina unirse a ia glicoproteína. 


Citosol 


Calnexina 

\ 


UDP 


•-UDP 


Si la glicoproteína no se pliega 
eorrecta meňte, los residuos hidrofóbicos 
expuestos son reconocidos por una 
UDP-glucosiltransferasa. Se Iransfiere 
una glucosa a la glicoproteína, 
permitiendo que sufra ciclos de 
píegamiento adicionales por calnexina. 


Tras el plegamiento 
por calnexina, ia 
glicoproteína es 
liberada y la 
glucosa restante 
retirada, Si la 
glicoproteína está 
plegada 
correctamente, 
saldrá del R E de 
transición en una 
vesícula 
transportadora. 


Si la glicoproteína no puede 
ptegarse correctameňte, los 
residuos d e m a nosa son 
retirados y Ja proteina es 
retrotranslocada ai citosol, 
ubiqurtinada y degradada 
en el proteasoma. 


Figúra 9.17 

Plegamiento de gUcoproteínas por la 

calnexina. en lugar de hacerío en el ambiente acuoso del citosol. Aunque algunos lípidos 

se sintetízan asociados con otras membranas, la mayoría se sintetizan en e! 
RE. Después son transportados, en vesículas o mediante proteínas transporta- 
doras, desde el RE a sus destinos finales, como se tratarä posteriormente en 
ešte Capítulo y en el Capítulo 10. 

Las membranas de tas células eucariotas están compuestas por tres tipos 
fundamentales de lípidos: fosfolŕpidos, gíicolípidos y colesteroL La mayoría de 
los fosfolŕpidos, que son los componentes estructurales básicos de la membrá¬ 
na, derivan del glicerot. Son sintetizados en la čara citoplásmica de la membrá¬ 
na del RE t a partir de precursores citosólicos hidrosolubles (Fig. 9.18). En pri- 
mer lugar los ácidos grasos se transfieren desde los transportadores de 
coenzima A al gliceroL3-fosfato mediante una enzíma unida a la membrána, y el 
fosfolípido resuitante (ácido fosfatŕdico) se inserta en la membrána. Las enzí- 
mas en la čara citoplásmica de ia membrána del RE catalizan a continuación la 
adición de diferentes grupos de cabeza pofares, dando lugar a la fosfattdilcolina, 
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Figúra 9.18 

Sintesis de íosíolipidos. Los gtícerofosfolípidos se sintetizan en la membrána de! 
R E a partir de precursores citosólicos. En prim&r lugar dos ácidos grasos unidos a los 
transportadores de coenzima A (CoA) se unen a! glicerol-3-fosfato, dando lugar al 
ácido fosfatídico, que simultáneamente se inserta en la membrána. A eontinuación 
una fosfatasa convierte el ácido fosfatídico en diacilglicerol. La unión de diferentes 
grupos de cabeza polares al diacilglicerol da lugar a la formación de fosfatidilcolina, 
fosfatidiletanolamína o fosfatidilserina. El fosfatidilinositol se forma a partir dei ácido 
fosfatídico. en lugar de hacerlo a partir de! diacilglicerol. 


GNcerol-3 fosfato 


L 


2 CoA 




1 




ch 2 -ch~ch 2 

I I 

? ? 

c=o c=o 


CPD- colina 

CH a - N + (CH 3 ) 3 


o< 

1 =* 


OH 

I 

ch 2 -ch-ch s 

I . I 

o o 

I I 

P-Qc=o 



ch 2 -ch-ch 2 

i I 

? ? 

c=oc=o 


CHj—CHj — N + (CH 3 ) 3 


Ry 

Ácido fosfatídico 


R, R* 

Diacilglicerol 


R, R 2 

Fosfatidilcolina 



Fosfatidilinositol Fosfatidl letanoiairi ína 


Fosfatidilserma 
















372 • Sección III • Estructura y función celulares 



Figúra 9.19 

Translocación de los fosfolípidos a través de la membrána del 

RE. Puesto que los fosfolípidos se sintetizan en la čara citosólica 
de la membrána del RE, sólo se aňaden a la mitad citosólica de la 
bicapa. Posteriomneníe se translocan a través de la membrána me- 
diante flipasas fosfolipídicas. dando lugar a un crecimiento unifor¬ 
me de tas dos miíades de la bicapa fosfolipídíca. 


Síntesis d e fosfolípidos 



Flípasa 


L i pi dos d e 
nueva sintesís 
incorporados 
sólo a la mitad 
citosólica de 
la bicapa 



fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, o fosfatidili- 
nositol. 

La síntesis de estos fosfolípidos en la čara cito- 
plásmíca de la membrána del RE permite que las 
cadenas hídrófobas de los ácídos grasos per ma- 
nezcan ocultas en la membráne mientras que ías 
enzimas unidas a la membrána catalízan sus reac- 
ciones con precursores hidrosolubles {p. ej., CDP- 
UCf colina) en el citosol. Sin embargo, y debido a esta 

PJPf ia bicapa topografia, los fosfolípidos nuevos sólo se aňaden 

a la mitad citosólica de la membrána del RE (Fig. 
9.19). Para mantener una membrána estable, af- 
gunos de estos fosfolípidos de nueva síntesis de- 
ben transferirse a la otra mitad (la de la luz) de la 
bicapa del RE. Esta transferencia no tiene lugar 
espontáneamente ya que requiere el paso de un 
grupo pofar a través de la membrána. Por el con- 
trario, las proteínas de membrána denommadas 
flipasas catalízan la translocación rápida de fosfo¬ 
lípidos a través de la membrána del RE, dando lu¬ 
gar a un crecimiento uniforme de las dos partes de 
la bicapa. 

Además de su papel en la síntesis de los giice- 
rofosfolípidos, el RE también es el lugar principál 
de la síntesis de otros dos lípídos de membrána: 
colesterol y ceramida (Fíg, 9,20) Como se tratará 
posŕeriormente, la ceramida se convierte en glicolípidos o esfingomielina (el uni- 
co fosfolŕpido de membrána que no deriva del glicerol) en el aparato de Golgi. 
Por lotanto, el RE es el responsable de la síntesis de los productos finafes o de 
los precursores de todos los lípídos principales de las membranas eucariotas. El 
colesterol y la esfingomielina son componentes importantes de las balsas o 
rafts tipŕdicas, como se estudia en el Capítulo 12. 

El RE liso es abundante en las células que son particularmente activas en el 
metabolismo lípídico. Por ejemplo, las hormonas esteroideas se sintetizan (a 
partir del colesterol) en el RE. por lo que se encuentra una gran cantidad de RE 
liso en las células que producen esteroides, como las de los testículos y del 
ovario. Además. el RE liso es abundante en el hŕgado, donde contŕene enzímas 
que meíabolizan varios compuestos liposolubles. Estas enzimas desintoxican- 
tes inactivan u n número ímportante de drogas potenciál meňte nocivas (p. ej., 
fenobarbital), convirfiéndolas en compuestos hidrosolubles que pueden elimi- 
narse del cuerpo a través de la o ň na. Por lo tanto T el RE liso está implicado en 
múltiples aspectos del metabolismo de los típidos y de los compuestos líposo- 
lubles. 


Crecimiento 
de ambas 
mitades d e 
la bicapa 
fosfolípídíca 


Exportación de proteínas y líphios ríesde el R E 

Tanto las proteínas como los lípidos migran a través de la vía secretora en 
vesículas de transporte, que se oríginan por gemacíón en la membrána de un 
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Figúra 9.20 
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Estructura del colesterol y de la cera- 
mida. No se muestran los hidrógenos 
unidos a los carbonos de los anillos del 
colesterol. 
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orgánulo y se funden posteriormente con la membrána de otro. Asi, las moíécu- 
tas son exportadas desde el RE en vesículas que se origínan por gemación en 
el RE y que, en primer lugar, transportan su contenido al compartimento inter- 
medio RE-Gofgi y después al aparato de Golgi (Fíg. 9,21). Pasos posteriores en 
la vía secretora suponen el transporte de vesículas entre compartimentos dife- 
rentes del Golgi y desde el Golgi a los lisosomas o a la membrána plasmática. 
En cada caso, las proteínas en la luz de un orgánulo se empaquetan en una 
vesícula de transporte que se va a escindir por gemación, y después se liberan 
en la luz del orgánulo receptor tras ía fusión de la vesícula. Las proteínas de 
membrána y los lípidos se transportan de forma simtlar, y es digno de mencio- 
nar que su orlentaeión topológica se mantiene al viajar desde un orgánulo ro- 
deado por membrána a otro, Por ejemplo, los dominios de una proteína expues- 
tos en la čara citosólica de ta membrána del RE tambíén estarán expuestos en 
la čara citosólica de las membranas del Golgi y plasmática, mientras que los 
dominios de una proteína expuestos en la čara luminal de la membrána del RE 
estarán expuestos en la čara luminal del Golgi y al exterior de la célula (véase 
Fig. 9.10). 

Mientras que la mayoría de las proteínas víajan desde el RE al Golgi, algu- 
nas proteínas han de retenerse en el RE en lugar de continuar a lo largo de la 
vía secretora. Concretamente, las proteínas que realizan su función en el RE 
(incluyendo BiP, la peptidasa seňal, la proteína disulfuro isomerasa, y otras en- 
zimas tratadas previamente), deben retenerse en el ínterior de dicho orgánulo. 
Por to tanto, ser exportadas al Golgi frente a ser retenidas en el RE es la primera 
disyuntiva con la que se encuentran las proteínas que están siendo dístribuidas 
a sus destinos correctos en !a vía secretora, Un cruce de caminos similar apare- 
ce en cada paso posterior del transporte, como la retención en el Golgi frente a 
ta exportación a los lisosomas o a la membrána plasmática. En cada caso, unas 
senales específicas de localización dirigen a las proteínas a sus destinos intra- 
celulares correctos. 

La distinctón entre las proteínas que han de ser exportadas desde el RE y 
aquéllas que son retenidas en éí parece que se produce por dos típos diferentes 
de secuencías directoras que marcan específicamente a las proteínas como 
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Figúra 9:21 

Transporte de vesículas desde el RE 
bašta el Golgi. Las proteínas y los lípi- 
dos se transportan desde el RE hasta el 
Golgi en vesículas de transporte que se 
onginan por gemación de la membrána 
del R E y después se fusionan para formar 
las vesículas y los túbulos del comparti- 
mento intermedio RE-Golgi (CfREG). Las 
proteínas tumínales del R E son captadas 
por las vesículas y liberadas en la i u z dei 
Golgi. Las proteínas de membrána mantie- 
nen la mísma orientación en el Golgi que 
en el RE. 
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endoplásmico 
rugoso 


aquellas (1) destinadas para el transporte al Golgi o (2) destinadas para la re- 
tención en el RE. Muchas proteínas se retienen en la luz deí RE debido a la 
presencia de la secuencía marcadora Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL T en el código de 
una única letra) en su extremo carboxiloterminaL Si esta secuencía se delecio- 
na en una proteína que normalmente se retiene en el RE (p. ej., Bi P), la proteína 
mutada es transportada al Golgi y secretada de la célula. Por el contrano, la 
adición de la secuencía KDEL al extremo carboxilo terminál de las proteínas 
que normalmente son secretadas hace que sean retenidas en el RE. La reterv 
ción de algunas proteínas transmembrana en el RE está dictada de una manera 
simítar por secuencias Otemninales cortas que contienen dos residuos de lisina 
(secuencias KKXX). 

Es interesante destacar que ías seňales KDEL y KKXX no impiden que las 
proteínas solubles del RE sean empaquetadas en vesículas y transportadas al 
Golgi. Lo que sucede es que estas seňales provocan que las proteínas resídentes 
en el RE sean recuperadas selectivamente del compartimento intermedio RE- 
Golgi o del complejo de Golgi y devueltas al RE a través de una vía de reciclado 
(Fig. 9,22). Las proteínas que portan las secuencias KDEL y KKXX parece que se 
unen a receptores específicos para el reciclado en la membrána de estos com- 
partimentos y posteriormente son transportadas selectivamente de vuelta hacia 
el RE, 

Las secuencias KDEL y KKXX son las seňales de retencíón/recuperación 
mejor caracterizadas, pero pueden existir otras. Adicíonalmente, parece que 
algunas proteínas destinadas para la secreción están marcadas por seňales 
que dirígen activamente su exportación desde ei RE. Así F todavía no está claro 
si existe una vía por defecto a la que se dirigen proteínas sin marcar al Golgi, o 
si todas las proteínas son seieccionadas espectficamente para su retención o 
exportación del RE, 


Aparato de Golgi 

El aparato de Golgi, o el complejo de Golgi, fundona como una fábrica en 
la que las proteínas recibidas desde el RE se reprocesan y distribuyen para 
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Recuperación 


KDEU 


KDEL 


C1REG 


Figúra 9.22 

Recuperación de las proteínas residen- 

tes en el R E. Las proteínas destinadas a 
permanecer en la luz del RE se encuen- 
tran marcadas por la secuencia Lys-Asp- 
Glu-Leu (KDEL) en su extremo carboxito 
terminál. Estas proteínas son exportadas 
des de e! R E ai Golgi por el flujo masivo no 
selectivo de proteínas a través de la via 
secretora, pero son reconocidas por un 
receptor en el compartimento intermedío 
RE-Golgi (CIREG) o en el aparato de Gol¬ 
gi y son devueltas selectívamente al RE. 


ser transportadas a sus destinos finales: los lísosomas, ia membrána piasmá- 
tica o la secreción. Además, como ya se ha mencionado, los glicolípidos y 
la esfingomielma son sintetizados en el Golgi. En las células vegetales, el apa¬ 
rato de Golgi, además, es el sitío en el que se síntetizan los polisacáridos com- 
plejos de la pared celular. Asi el aparato de Golgi está implicado en procesar el 
ampiio espectro de constítuyentes celulares que viajan a lo largo de la via se¬ 
cretora. 

Organizáciou del Golgi 

Morfológicamente el Golgi está compuesto por unas bolsas aplanadas, rodea- 
das de membrána (císternas) y por vesículas asociadas (Fig. 9.23). Un aspeoto 
llamativo del aparato de Golgi es su polaridad tanto en la estructura como en la 
función, Las proteínas procedentes del R E entran por su čara cis (čara de entra- 
da) f que es convexa y habitualmente se orienta hacia el nucieo. Entonces son 
transportadas a través del Golgi y salen por su čara cóncava ŕrans (čara de 
salida). Según atravíesan el Golgi, las proteínas se modifican y se distribuyen 
para el transporte a sus destinos finales en la célula. 

Los diferentes procesos de procesamíento y distribución de las proteínas 
parece que tienen lugar en una secuencia ordenada en diferentes regiones del 
complejo de Golgi, por lo que se sueie considerar que ei Golgi está constituido 
por múltiples compartimentos diferenciados. Aunque no se ha establecido e! 
número de tales compartimentos, normalmente se considera que el Golgi está 
constituido porcuatro regiones funcionalmente diferentes: la red cis del Golgi, 
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Figúra 9.23 

Microfotografía electrónica de un 
aparato de Golgi. El aparato de Golgi 
está constituido por una pila de cister- 
nas aplanadas y vesículas asociadas. 
Las proieínas y lípidos procedentes 
del RE entran en el aparato de Golgi 
por su čara cis y salen por su čara 
trans (Cortesía del Dr L. Andrew Stae- 
helin, Universidad de Colorado en Bou- 
bler). 


Čara cis 



Čara trans 


Figúra 9,24 

Regiones del aparato de Golgi. Las 

vesículas procedentes del RE se fusio- 
nan para formar el compartimento in* 
termedio RE-GolgĽ y entonces las pro- 
teínas del RE se transportan a la red 
cis del Golgi. Las proieínas residentes 
en el RE son devueltas desde el com¬ 
partimento intermedio RE*Golgi y des¬ 
de Ja red cis del Golgi a través de la vŕa 
de recíclaje. Los compartimentos mé¬ 
dia! y trans äe I apilamientodel Golgi se 
corresponden con las cisternas de la 
porción medial del complejo de Golgi y 
son [os lugares donde se producen la 
mayoría de las modifícaciones de las 
proieínas. Las proteínas se transpor¬ 
tan después a la red trans del Golgi, 
donde se distrŕbuyen para el transpor¬ 
te a la membrána plasmática, para ser 
secretadas, o hacia los lisosomas. 
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el apilamiento dei Golgi (que se divide en los subcompartimentos medial y 
trans) la red trans del Golgi (Fig, 9,24). Las proteínas procedentes del RE se 
transportan a! compartimento intermedio RE-Golgl y entran a continuación en el 
aparato de Golgi por la red cis del Golgi. Posteriormente pasan a los comparti¬ 
mentos mediaí y trans del apilamiento del Golgi, donde tienen lugar la mayor 
parte de las actividades metabóNcas dei aparato de Golgi Las proteínas modifi- 
cadas, los lípidos y los polisacáridos migran a continuación a la red trans del 
Golgi, que actúa como un centra de organización y distribución, dirigiendo el 
tráfico molecular a los lisosomas, a la membrána plasmática, o al exterior de la 
celu la. 

Aunque el aparato de Golgi se describió por prímera vez hace más de 100 
aňos, el mecanismo por el que las proteínas se desplazan a través del aparato 
de Golgi aún no ha sido establecido y es un área de controversia entre los 
bíólogos celulares, Una posibilidad es que sean unas vesículas de transporte 
las que lleven las proteínas entre una cisterna y otra de los compartimentos del 
Golgi. Sin embargo, un modelo alternatíve que se apoya en una evidencia expe- 
rimental considerable propone que ias proteínas se transportan a través de los 
compartimentos de! Golgi dentro de las cisternas del Golgi que van madurando 
y se desplazan progresivamente a través del Golgi en una dirección cis-trans. 
Es probable que el transporte tenga lugar mediante ambos procesos. Trabajos 
recientes sugieren que la estructura dinámica del Golgi se mantiene mediante 
interacciones de proteínas presentes en las membranas de Jas cisternas con el 
citoesqueleto. 

Glicosilación de proteínas en el Golgi 

El procesamíentode las proteínas en el Golgi supone la modifícacíón y síntesis 
de los rest os de carbohidratos de las glicoproteínas, U no de los aspectos princi- 
pales de ešte procesamiento es la modifícacíón de los W-oligosacárídos que se 
unieron a las proteínas en eí RE. Como ya se ha tratado en ešte Capítuto, las 
proteínas se modífican en el RE al aňadírseles un oligosacárido constituido por 
14 residuos de azúcar (véase Fig. 9.15). Seguidamente se elíminan tres resi- 
duos de glucosa y una manosa mientras los polipéptidos aún están en el RE. 
Tras el transporte al aparato de Golgi, los /V-oligosacáridos de estas glicoproteí- 
nas sufren diversas modificaciones posteríores. 

Los A/-oligosacándos se procesan en el aparato de Golgi mediante una se- 
cuenciaordenada de reacciones (Fig. 9.25). La prímera modificación de las pro¬ 
teínas destinadas a ser secretadas o a la membrána plasmätica. es la elimina- 
ción de otros tres residuos de manosa. A esto le sigue la adición secuencia! de 
una iV-acetilglucosamina, ia eliminación de dos manosas más, y la adición de 
una fucosa y de otras dos A/-acetílglucosaminas. Finalmente, se aňaden tres 
galactosas y tres residuos de äcido siáíico. Como se mencionó en el Capítulo 7, 
las distintas glicoproteínas se modifican de forma diferente durante su paso a 
través del Golgi, dependiendo tanto de la estructura de la proteína como de la 
cantidad de enzimas ímpticadas en el proceso presentes en el complejo de GoL 
gí de los diferentes tipos de células. Porconsiguíente, las proteínas pueden satír 
del Golgi con diversos /V-oligosacáridos. 

El procesamiento del /V-oligosacárido de las proteínas lisosómícas difiere 
del de las proteínas secretadas y de la membrána plasmátíca. Las proteínas 
destinadas a incorporarse en los lisosomas, en vez de la eliminación iniciál de 
tres residuos de manosa, son modifícadas mediante una fosforilación de la ma¬ 
nosa. En el primer pasode esta reacción, se aňade /V-acetilglucosaminafosfato 
a residuos específicos de manosa, prabablemente mientras la proteína aún es- 
tá en la red cis dei Golgi (Fig. 9.26). A esto le sigue la eliminación del grupo 
/V-acetilglucosamina, dejando residuos de manosa-6-fosfato en el N- oíigosa- 
cárido. Debido a esta modificación. estos residuos no son eliminados durante el 
procesamiento posterior. En su lugar, estos restos de manosa fosforilados son 
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0 ALacetilglucosamina 
0 Manosa 
Gatactosa 
0 Fucosa 
9 Ácido siálico 


Figúra 9 25 

Procesamiento de los Aŕ-oligosacári- 

dos en el Golgí. Los /V-oligosacáridos de 
[as glicoproteínas transportadas desde el 
RE son modiŕicados posteriormente me¬ 
diante una secuencia ordenada de reac- 
ciones en el Gofgl. 



reconocidos específicamente por un receptor de manosa-6-fosfato en la red 
trans del Golgi, que dirige el transporte de estas proteínas a los lisosomas, 
Por lo tanto 1 la fosforilacíón de los residuos de manosa es un paso crucial en 
la distribucíón de las proteínas lísosómicas hacia su destino intracelular correc- 
to. La especifidad de ešte proceso reside en la enzíma que cateiiza e! primer 
paso en la secuencia de la reacdón —la adición selectiva de /V-acetilglucosami- 
na fosfato a las proteínas lísosómicas—. Esta enzíma reconoce un determinan¬ 
te estructuraI que está presente en las proteínas ľtsosómicas pero no en ias 
proteínas destinadas a la membrána plasmática o a la secreción. Ešte determi¬ 
nante de reconocimiento no es una simple secuencia de aminoácidos, sino que 
está constítuido. en la proteína plegada, por la yuxtaposición de secuencias de 
aminoácidos de regiones diferentes de la cadena polípeptídíca. A diferencia de 
las secuencias seňal que dirígen la translocación de proteínas aí RE, el determi¬ 
nante de reconocimiento que conduce a la fosforilacíón de la manosa, y que por 
tanto dirige finalmente las proteínas a los lisosomas, depende de la conforma- 


Figúra 9.26 

Marcaje y dirección de las proteínas li- 
sosómicas mediante la fosforilacíón de 
los residuos de manosa. Las proteínas 
destinadas a incorporarse en los fisosomas 
son reconocidas y modificadas especifica- 
meňte mediante ia adición de grupos fosfa¬ 
to a la posición 6 de los residuos de mano¬ 
sa. En el primer paso de la reacción. los 
fosfato s de A/-acetiiglucosamina se trans- 
fšeren a los residuos de manosa desde la 
U D P -N acet íl g fuco sa m i n a. A conti n uaci ón 
se eliminan los grupos /V-acetilglucosami- 
na d and o lugar a manosa-6-fosfato. 
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ción tridimensional de la proteína plegada. Estos determinantes se denominan 
regiones seriál , a diferencia de las seňales lineales tratadas previamente en 
ešte capítulo. 

Las proteínas tambíén pueden modificarse mediante la adición de carbohi- 
dratos a las cadenas laterales de residuos de serina y treonina que formen parte 
de secuencias específicas (O-glicosilación) (véase Fíg. 7.28). Estas modifica- 
ciones tienen lugar en el aparato de Golgi medŕante la adición secuencial de 
residuos únicos de azúcar. La serina o la treonina se suelen unir directamente a 
ia AFacetilgalactosamina, a la que después pueden aňadirse otros azúcares. En 
algunoscasos, estos azúcares sufren modificaoiones posteriores por la adición 
de grupos sulfato. 


Mctabolisma de Hpidos y de polisacáridos en el Golgi 

Ademäs de procesar y distribuir las glicoproteínas, el aparato de Golgi participa 
en el metabolismo lipídíco — coneretamente. en la síntesis de glicolípidos y es- 
fingomíelina. Comoya se ha visto, los glicerofosfolípidos, ef cotesterol, y la cera^ 
mida se sintetizan en el RE. La esfingomielina y los glicolípidos se sintetizan a 
partir de la ceramida en el aparato de Golgi (Fig. 9.27). La esfingomielina (el 
único fosfolípido no glicérico en las membranas celulares) es sintetizada por la 
transferencia de un grupo fosforilcolina desde !a fosfatidilcolina a la ceramida. 
Alternativamente, la adición de carbohidratos a la ceramida puede dar lugar a 
diferentes glicolípidos. 

La esfingomielina se sintetiza en la superficie luminal del Golgi t pero la glu- 
cosa se ahade a la ceramida en la čara citosólica, Sin embargo, parece ser que 
Ja glucosílceramida se da la vuelta y los carbohidratos adicionales se aňaden en 
la čara luminaí de la membráne. Ni la esfingomielina ni los glicolípidos pueden 
translocarse a través de la membrána del Golgi, por lo que sólo se loeatizan en 
la mitad luminal de la bicapa del Golgi. Tras el transporte vesicular, se localizan 
en Ja čara externá de la membrána citopŕasmática, con sus grupos de cabeza 
polares expuestos en la superficie celular. Como se verá en el Capítulo 12, los 
residuos de oligosacárídos de los glicolípidos son marcadores de superficie im- 
portantes en el reconocimiento célula-célula. 

En las cálutas vegetales, el aparato de Golgi tiene la función aňadida de ser 
el lugar donde se sintetizan los polisacáridos complejos de la pared celular. 
Como se tratarä con mayor detaile 
en el Capítulo 12, ia pared celular 
vegetal está compuesta por tres ti- 
pos príncipales de polisacáridos. La 
celulosa, el constituyente predomi- 
nante, es un polímero lineal de res- 
tos de glucosa. Es sintetizado en la 
superficie celular por enzimas de la 
membrána plasmática. Sin embar¬ 
go, los otros polisacáridos de la pa¬ 
red celular (hemicelulosas y pecti- 
nas) son moléculas complejas de 
cadena ramifícada que se sintetizan 
en el aparato de Golgi y que son 
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Figúra 9.27 

Síntesis de esfingomielina y glicolípidos. La ceramida, que es sintetizada en el RE, se 
eonvierte en esfingomielina (un fosfolípido) o en glicolípidos en el aparato de Golgi. En la 
primera reacción, un grupo fosforilcolina se transfiere desde la fosfatidilcolina a la cerami- 
da. Altemalivamente, se pueden sintetizar diferentes glicolípidos aňadiéndose uno o más 
residuos de azúcar (p. ej., gfucosa). 


Grupo fosforilcolina 


Q-CH a -CH 2 “Ň(CH 3 ) 3 


CH 2 

HC-— NH 


I I 

HCQH C = 0 



Esfingomielma 



X 

















380 • Sección Ml • Estructura y función celulares 


transportadas posteriormente en vesículas a la superficie celular. La síntesis de 
estos polisacándos de la pared celular es una función principál de la célula, y 
hasia el 80% de la actividad metabólica del aparato de Golgi en las células 
vegetales se dediča a la síntesis de polisacaridos. 

Distrihución 1 / exportación de proteínas desde el aparato de Golgi 

Las proteínas, al ígual que los lípidos y los polísacáridos, son transportadas 
desde el aparato de Golgi a sus destinos finales a través de la vía secretora. 
Esto implica que las proteínas se distribuyan en diferentes tipos de vesículas de 
transporte, las cuales saldrán por gemación desde la red trans del Golgi y lieva- 
rán su contenido hasta la localización celular adecuada. (Fíg. 9.27). Algunas 
proteínas se transportan desde el Golgi a la membrána plasmática por una vía 
secretora constitutiva, responsable de la incorporación de nuevas proteínas y 
lípidos a la membrána plasmática, asi como de la secreción continua de proteí¬ 
nas desde la célula. Otras proteínas son transportadas a la superficie celular a 
través de una vía diferente de secreción regulada, o son dirigidas específica- 
mente a otros destinos intraceluíares, como los lisosomas en las células anima- 
les o las vacuolas en las levaduras, 

Las proteínas que realizan su función en el aparato de Golgi deben retener- 
se en ese orgánulo, en lugar de ser transportadas a través de la vía secretora. A 
diferencia del RE, todas las proteínas retenidas en el complejo de Golgi están 
asociadas con la membrána del Golgi en lugar de ser proteínas solubles en su 


Figúra 9<28 

Transporte desde el aparato de Golgi. 

Las proteínas se distribuyen en la red 
/ransdel Golgi y se transportan en vesŕcu- 
las a sus destinos finafes. En ausencia de 
sen ale s específícas, Jas proteínas se 
transportan a la membrána plasmática 
mediante la vía secretora constitutiva. De 
manera alternatíva, las proteínas pueden 
ser desvíadas de la vía secretora constitu¬ 
tiva y ser dirigidas a otros destinos, como 
los lisosomas. o ser secretadas de la célu¬ 
la de una manera regulada. 
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interiér. Las seňales responsables para la retención de algunas proteínas en el 
Golgi se han localizado en sus dominíos transmembrana, que retienen las pro- 
teínas en el aparato de Golgi ímpidiendo que sean empaquetadas en las vesí- 
culas de transporte que salen por la red trans del Golgi. Además, al igual que 
sucede con las secuencias KKXX de las proteínas de membrána residentes en 
el RE, las seňales en las colas citoplásmicas de algunas proteínas del Golgi son 
responsables de la recuperación de estas proteínas desde compartímentos 
posteriores a lo largo de la vía secretora. 

La vŕa secretora constitutiva, que está presente en todas las células, da lu- 
gar a una secreción de proteínas continua no regulada. Sín embargo, algunas 
células también poseen una vía secretora regulada diferente, a través de la que 
se secretan proteínas específicas en respuesta a seňales ambíentales. Ejem- 
plos de secreción regulada son la liberación de hormonas desde las células 
endocrinas, la liberación de neurotransmisores desde las neuronas, y la libera¬ 
ción de enzimas digestivas desde las células acinares pancreáticas que se vio 
al príncipio de ešte capítulo (véase Fig. 9.2). Las proteínas se distribuyen a la 
vía secretora regulada en la red trans del Golgi, donde son empaquetadas en 
vesículas secretoras especializadas. Estas vesículas secretoras inmaduras, 
que son más grandes que las vesículas de transporte, procesan aún más su 
contenido proteico y a menudo se fusionan entre elJas. También almacenan su 
contenido hasta que seňales específicas dirigen su fusíón con la membrána 
plasmátíca. Por ejempio, las enzimas digestivas producidas por las células aci¬ 
nares pancreáticas se almacenan en vesículas secretoras hasta que la presen- 
cia de comida en el estómago y en el intestino delgado desencadena su secre¬ 
ción. La distribucion de las proteínas hacia la vía secretora regulada ímplica el 
reconocimiento de regiones seňal ccmpartidas por muchas de las proteínas que 
entran en esta via. Estas proteínas se acumutan selectivamente en la red trans 
del Golgi y se Jiberan por la gemación de tas vesículas secretoras. 

Una complicacšón adicíona! en el transporte de las proteínas a la membrána 
plasmátíca surge en muchas células epitelíales que se encuentran polarizadas 
en los tejidos. La membrána plasmátíca de dichas células se divide en dos re¬ 
giones distíntas, el dominio apical y el dominio basoiateral, que contienen 
proteínas específicas relacionadas con sus funciones diferenciadas. Por ejem- 
plo, la membrána apical de las células epitelíales del intestino mira hacia la luz 
dei intestino y está especializada en la absorción eficaz de nutrientes; el resto 
de la célula está rodeada por la membrána basoiateral (Fíg. 9.29). Los diferentes 
dominios de la membrána plasmátíca se encuentran no sólo en las células epite- 
líales, sine también en otros tipos de células. Por lo tanto, la vía secretora consti¬ 
tutiva debe transportar selectsvamente proteínas desde la red trans del Golgi a los 
diferentes dominios de la membrána plasmátíca. Esto se lleva a eabo mediante et 
embalaje selectivo de proteínas en, al menos, dos tipos de vesículas secretoras 
constitutivas que abandonan la red trans del Golgi, dirigidas específicamente al 
dominio apical o al dominio basoiateral de la membrána plasmátíca de la célula, 
Esto puede ocurrir en la red del trans Golgi o en un endosoma. 

La vía de distribucion de proteínas mejor caracterizada en el Golgi es el 
transporte selectivo hacia los lisosomas. Como ya se ha visto, las proteínas 
cuyo destino es e! interior de los lisosomas están mareadas con manosa-6- 
fosfato, que se origina por la modificación de sus W-oligosacáridos al poco tíem- 
po de entrar en el aparato de Golgi. Un receptor especifico en la membráne de 
la red trans del Golgi reconoce estos residuos de manosa-6-fosfato. Los corru 
plejos constituidos por el receptor más la enzima lisosómica se empaquetan en 
vesículas de transporte destinadas a los lisosomas. Las proteínas cuyo destino 
es la membrána de los lisosomas están seňalizadas por secuencias en sus 
colas citoplásmicas, en vez de por residuos de manosa-6-fosfato. 

En las levaduras y en las células vegetales, que carecen de lisosomas, las 
proteínas son transportadas desde el aparato de Golgi hacia un destino adicio- 
nal: la vacuola (Fig, 9.29). En estas células, las vacuolas asumen la función de 
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Figúra 9,29 

Transporte a la membrána plasmattca 
de las céliilas polarizadas. La membra- 
na plasmática de las céluías epiteliales 
polarizadas se divide en los dominios api- 
cal y basolateral. En ešte ejempio (epitelio 
intestinaľ), la superficie apical de la célula 
mira hacia la luz del intestino, las superfi- 
cies laterales están en contacto con las 
células adyacentes y la superficie basal 
se apoya en una capa de matriz extracelu- 
lar (la lámína basal). La membrána apical 
se caracteriza por la pre sene i a de micro- 
vellosidades, que facilitan la absorción de 
los nutrientes al aumentar la superficie. 
Las proteínas específicas son dirigidas a !a 
membrána apical o a la membrána basola¬ 
teral en la red frans del Golgi, Las uniones 
estrechas entre las células adyacentes 
manfienen la ídentidad de las membranas 
apical y basolateral. a! impedir la difusión 
de las proteínas entre estos dominios. 
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Figúra 9.30 

Vacuola de una célula vegetaL La gran 
vacuola centra! funciona como u n lisoso- 
ma además de almacenar nutrientes y 
mantener ei equilibrio osmótico. 


los lisosomas además de realizar otros cometídos, como el almacenamientode 
nutrientes y el mantenimiento de la presión de turgencia y del equilibrio osmóti¬ 
co. A diferencia de las proteínas destinadas a los lisosomas, las proteínas se 
destinan a las vacuolas mediante secuencias peptídicas cortas en lugar de por 
seňales de carbohidratos. 


Mecanismo de transporte de las vesículas 


2 /ŕlTl 


Como ha quedado claro en tas secciones precedentes de 
ešte capftulo, las vesículas de transporte desempeňan u n 
pape! centrál en el tráfico de las moléculas entre los diferen- 
tes compartimeníGS rodeados por membrána de la vía se- 
cretora. Como se tratará en el Capítulo 12, las vesículas es¬ 
tán impiicadas de igual forma en el transporte del materiál 
que se ha captado en la superficie celular, El transporte de 
les vesículas es, por tanto, una actividad celular fundamental, 
responsable del tráfico moíeeular entre diversos compartŕ- 
mentos rodeados por membrána, específicos, Por lo tanto, la 
selectividad de dŕcho transporte resulta clave para mantener 
la organización funcional de la célula, Por ejempio, las enzi- 
mas lisosómicas deben transportarse específicamente desde 
el aparato de Golgi a los lisosomas —no a la membrána plas- 
mátíca o al R E—. Algunas de las seŕiales que dírigen a las 
proteínas a los orgánuíos específicos, como los lisosomas, ya 
se han tratado en ešte capítulo. Estas proteínas se transportan 
en vesículas, por lo que la especifícidad del transporte se basa 
en el empaqueíamiento selectivo de la carga seleccionada en 
vesículas que reconozcan y se fusionen sólo con la membrána 
díana apropiada. Dada la gran importancia que tiene el trans- 
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porte de las vesículas en la organízación de la célula eucariota, el conocimiento de 
los mecanismos moleculares que controlan el empaquetamiento de las vesicu- 
las, la gemación, y la fusíon es un área principál de investigación en biologŕa 
celular. 

Aproximaciones experimentales al conocimiento del transporte 
de las vesícutas 

Tres abordajes experimentales diferentes han permitido avanzar en el conoci¬ 
miento d e los mecanismos del transporte de las vesículas: (1) el arslamiento de 
mutantes de levaduras defectuosas en el transporte y distribución de las proteí¬ 
nas; (2) fa reconstitución del transporte de vesículas en sistemas acelulares: y 
(3) el análisis bioquŕmtco de las vesículas sinápticas, que son las responsables 
de la secreción regulada de los neurotransmisores por las neuronas, Cada uno 
de estos sistemas experimentales tiene diferentes ventajas para el conocímlen- 
to de aspectos concretos del proceso de transporte. Sin embargo, lo más im- 
portante, es el hecho de que los resultados derivados de estas tres líneas de 
investigación han convergido, indicando que la secreción está regulada por me- 
canísmos moleculares similares en células tan distintas como las levaduras y 
ias neuronas de los mamíferos. 

Al ígual que ocurre en otras áreas de la biológia celular, las levaduras son 
útíles para estudiar la vía secretora porque son susceptibles de poderse realizar 
un anälisís genético. Concretamente, Randy Schekman y sus colaboradores 
han sído pioneros en el aíslamiento de mutantes de levaduras defectuosos en el 
transporte vesicular. Estos incluyen mutantes defectuosos en varios pasos de 
la secreción proteica (mutantes sed), mutantes incapaces de transportar proteí¬ 
nas a la vacuola, y mutantes incapaces de retener las proteínas resídentes en el 
RE. El aislamíento de tales mutantes en las levaduras condujo a la clonación 
molecuíar y al análisis de los genes correspondäentes, identificándose varías 
proteínas implicadas en diversos pasos de la vía secretora. Por ejemplo, ya se 
vio en ešte Capítulo el papel de Sec61 como un componente fundamental del 
canal de translocación de las proteínas en el retículo endoplásmico. 

Los estudios bioquímicos sobre el transporte vesicular utilizando sistemas 
reconstituidos han complemenfado estos estudios genéticos y han pernmtido 
aislar directamente proteínas de transporte en las células de mamíferos. El pri- 
mer sistema de transporte aceluíar lo desarroiló James Rothman y colaborado¬ 
res, que analizaron el transporte de proteínas entre los compartimentos del apa- 
ratode Golgi (Fig. 9.31). El diseŕio experimental utilizó una línea celular mutante 
de mamŕtero, que carecía de la enzima requerida para transferir los residuos de 
A/-acetílglucosamina al A/-oligosacárido en una fase tern p rana de su modifica- 
ción en el aparato de Golgi (véase Fig. 9.25). Por lo tanto, las glicoproteínas 
producidas por esta línea celular mutante carecían de las unidades de A/-acetil- 
glucosamina aňadidas, Sin embargo, si el apilamiento del Golgi aislado de la 
línea celular mutante se incubaba con un apilamiento aislado de células norma- 
Jes, los residuos de /V-acetílglucosamina se aňadían a las glicoproteínas sinteti- 
zadas por ias células mutantes. Diferentes experimentos establecieron que 
esto se debía al transporte vesicular de las proteínas desde el apilamiento del 
Golgi de la línea celular mutante al apilamiento del Golgi de las células norma- 
les, por lo que la adición de /V-acetilglucosamina proporcionaba un marcador 
detectable sencillo del transporte de vesículas en ešte sistema reconstituido. Se 
han desarrollado otros sistemas reconstituidos similares para analizar el trans¬ 
porte entre otros compartimentos, íncluyendo el transporte desde el RE al Golgi 
y el transporte desde el Golgi a las vesículas de secreción, a las vacuolas, y a la 
membrána plasmática. El desarrollo de estos sistemas in vitro ha permitido rea- 
íizar estudios bioquímicos del proceso de transporte y el análisis funcional de 
las proteínas identificadas mediante mutaciones en levaduras, asi como ef ais- 
lamiento directo de algunas de las proteínas implicadas en la gemación y la 
fustón de las vesículas. 
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Figúra 9.31 

Transporte ves ic u I a ľ rec on st it u i do. Los 

apiíamientos del Golgi, preparadosa partir 
de u na línea celular mutante infectada por 
un vírus, incapaces de catalizar la adición 
de /V-acetilglucosamina a los N-oligosaeá- 
ridos, se mezclan con apilamíentos del 
Golgi de una línea celular norma f. Puesto 
que la línea celular mutante ha sido infec¬ 
tada con un vírus, las proteínas que sinie- 
tiza se pueden detectar específícamente. 
El transporte de estas proteínas a los api- 
lamientos del Golgi normál es seňalizado 
por la adición de /V-acetilglucosamina. 
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Los estudios sobre la transmísión sináptica en las neuronas, que representa 
una forma altamente especializada de la secreción regulada, han revelado as- 
pectos críticos de los mecanismos moleculares del transporte vesicular. Una 
sinapsis es la unión de una neurona con otra célula, que puede ser o bien otra 
neurona o un efecíor, como una célula muscular La ínformación se transmite a 
través de la sinapsis mediante neurotransmisores químicos, como la acetílcolí- 
na, que se almacenan en vesículas sinápticas. La estimulacíón de la neurona 

















transmisora desencadena la fusión de las vesículas sinápticas con la membrá¬ 
na plasmática, lo que produce la liberación de los neurotransmisores y la esti- 
mulación de la neurona postsináptica o célula efectora. Las vesículas sinápticas 
son extremadamente abundantes en el cerebro. !o que permite que se puedan 
purificaren grandes cantidades para el análisis btoquímico. Algunas de las pro- 
teínas aisladas de las vesículas sinápticas están estrechameníe relacionadas 
con las proteínas que, mediante análisis genético de levaduras y experimentos 
de reconstitución, se mostró que desempeňan un papel crítico en el transporte 
de las vesículas; por lo que el análisis bioquímico de estas proteínas ha revela- 
do aspectos importantes del mecanismo molecular de la fusión de las vesículas. 

Selección äe la mercancía, proteínas tie revestimiento 
p gemación tie vesículas 

Son necesarios tres procesos en cada paso de la vía secretora, donde las pro- 
feínas transmembrana, las luminares y sus receptores son empaquetados en 
vesículas (Fig. 9.22). En primer lugar, las proteínas mercancía son separadas 
de las proteínas dirigidas a otros destinos y de las proteínas que deben perrmane- 
ceratrás. En segundo lugar, una yema que contiene la mercancía debe desarrollar- 
se en la membrána y separarse de elta para formar una vesicula de transporte, 
Tercero, esa vesicula de transporte debe moverse hacia la membrána diana y 
fusionarse con elta. La formación de la mayoria de las vesículas de transporte 
está regulada por proteínas de unión a GTF, a través de proteínas adaptadoras 
que interaccionan directamente con una proteína del revestimiento vesicular. 
Actualmente, se conocen tres familias de proteínas de unión a GTP implicadas 
en la gemación de vesículas; la familia de los factores de ADP-ribosilación, de la 
cual ARF1 es la más conocida; Sarl; y la gran familia de proteínas Rab. La 
unión secuencial y cooperativa de proteínas de unión a GTP y proteínas adap¬ 
tadoras o efectoras establece una «plataforma» sobre la membrána, especifica 
para un proceso determinado, como el ensamblaje y gemación de una vesicula 
de transporte dirigida desde la red del trans Golgi hacia (os endosomas y lisoso- 
mas. Proteínas individuales del complejo pueden participar en el ensamblaje de 
vesículas de transporte dirigidas a otros puntos. o en la fusión de la vesicula 
(descrita más adelante en el capítulo), pero cada complejo proteico es, aparen- 
temente, úmco para un proceso concreto de gemación, transporte o fusión. 



Membrána 

donadora 


3. La vesicula se fusiona 
con la membrána de un 
orgánulo diana. 


1. Proteínas fuminares y de membrána que deben 
ser transportadas como mercancía (rojo y gris) 
en una vesicula, son separadas de otras proteínas 
y recogidas en la yema de una vesicula. 
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2. La yema se separa para formar 
una vesicula de transporte, 


CJtoso 


Membrána 


dsana 


Figúra 9.32 

Formación y fusión de una vesicula de 
transporte. 
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Figúra 9.33 

Incorporación de proteínas físosômi- 
cas a vesículas revestidas por clatri- 

na, Las proteínas dirigidas a los fisoso- 
mas están marcadas por manosa-6- 
fosfato, que se une a los receptores de 
m a nosa-6-fosfato en la red trans del Gol¬ 
gi, Los receptores d e manosa-6-fosfato 
atraviesan fa membrána del Golgi y ac- 
túan como sitios de unión para las proteí¬ 
nas adaptadoras cítosólicas, que a s u vez 
se unen a la datrina, Las clatrinas están 
constituidas por tres cadenas proteicas 
que se asodan entre s í para formar una 
red semejante a la de las canastas de ba- 
loncesto, que distorsiona la membrána y 
dirige la gemación de las vesículas. 


La mayoría de fas vesículas de transporte están revestidas con proteínas 
cítosólicas, denominadas asi, vesículas revestidas. Se han caracterizado tres 
tipos de vesículas revestidas que parecen funcionar en distintos tipos de trans¬ 
porte vesicular. Las primeras que fueron descritas son las vesículas revestF 
das de datrina (Fig, 9,33), que son responsables de la internalización de molé- 
culas extracelulares de la membrána piasmática por endocitosis (ver Capítulo 
12), además del transporte de moléculas desde la red del trans Golgi hacia los 
endosomas y lisosomas. Se han ídentíficado otros dos tipos de vesículas que se 
forman a partirdel R E y el compiejo def Golgi, Estas vesículas se denominan no 
revestidas de datrina o vesículas revestidas de OOP (GOP indica proteína del 
revestimiento, coat protein). Una clase de estas vesículas, vesículas revestidas 
de COPII, se forma a partir de! RE y transporta su mercancía a lo largo de la vía 
secretora hasta el aparato de Golgi. Por el contrario, las vesículas revestidas de 
COPI se forman a partir del compartimento intermedio RE-Golgí, o del aparato 
de Golgi. y funcionan en los mecanismos de recuperacíón que retienen a las 
proteínas residentes del Golgi y el RE, Por ejemplo, las vesículas revestidas de 
COPI Iransportan proteínas residentes del RE, marcadas con las senales de 
recuperacíón KDEL o KKXX, de nuevo al RE, desde el compartimento interme- 
dio RE-Golgi, o desde ía red cis Golgi. La identídad de la proteína de revesth 
miento, si existe Ť de fas vesículas que se mueven desde una cisterna del Golgi a 
otra durante la secreción sigue siendo desconocída. 

La formación de las vesículas revestidas de datrina en la red del trans Golgi 
requiere datrina, dos tipos de proteínas adaptadoras y la proteína de unión a 
GTP, ARF1, El ensamblaje de ešte compiejo es un proceso altamenle regulado 
(Fig. 9.34). En primer lugar, ARF/GDP se une a proteínas de la membrána del 
Golgi, A continuacióm un factor de íntercambio de nucleótidos de guanina de 
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ARF presente en la membrána estimula el intercambio de GDP por GTP. 
ARF/GTP i ničia el proceso de gemación reclutando a las proteínas adaptado- 
ras, que funcionarán como sítios de unión tanto para el receptor de manosa-6- 
fosfato, como para la clatrina. La clatrina juega un papel estructural ensarrv 
blándose en una estructura reticular en forma de cesto que distorsiona la mem¬ 
brána y dirige la formación de la vesícula. 

En algún momento durante el transporte, el GTP unido a ARF1 es hidroliza- 
do a GDP y el complejo ARF/GDP es liberado de la membrána para reciclarse. 
Esto debilita la unión cooperatíva del complejo del revestimiento, permitiendo 
que moléculas de Hsp70 presentes en el citoplasma dísocien la mayoría de las 
proteínas del revestimiento de la membrána vesicular. Algunas de las proteínas 
restantes permiten que las vesículas que víajan desde la red del trans Golgi 
hada los endosomas y lisosomas se desplacen sobre microtúbulos hasta sus 
dianas, interaccionando con motores moleculares específicos basados en la 
tubulina, como se describe en e! Capítulo 11. 

Fusión de las vesículas 

La fusión de una vesícula de transporte con su diana implica dos típos de aconte- 
cimientos. En primer iugar, la vesícula de transporte debe reconocer específica- 
meňte la membrána diana correcta; por ejemplo, una vesícula que transporta 
enzimas lisosómicas tiene que llevar su carga sólo a los lisosomas. En segundo 
lugar, la membrána de la vesícula y la membrána diana deben tusionarse, enlre- 
gándose el contenído de la vesícula al orgánulo diana. Las investigaciones reáli- 
zadas en los últimos aňos han conducido a un modelo de fusión vesicular en el 
que eí reconocimiento específico entre una vesícula y su diana está mediado por 
fa ínteracción específica entre pares de proteínas transmembrana, seguido de 
la fusión entre las bícapas fosfoiipŕdieas de la vesícula y de la membrána diana. 

Las proteínas implicadas en la fusión de las vesículas se identificaron por 
prrmera vez en e! laboratorio de James Rothman. medíante el anáiisis bioquímico 
de sistemas de transporte vesicular reconstituidos procedentes de células de ma- 
míleros (véase Fíg. 9.31). El anáiisis de fas proteínas implicadas en la fusión de 
las vesículas en estos sistemas condujo a Rothman y a sus cotaboradores a 
proponer un modelo generál, denominado la hipótesís SNARE, en el que la fu¬ 
sión de las vesículas está mediada por !a interacción entre un par específico de 
proteínas, denominadas SNAREs, en la membrána de la vesícula y en la mem¬ 
brána diana (v-SNAREs y t-SNAREs, respectivameňte). De acuerdo con esta 
hipótesis, la f ormación de compfejos entre v-SNAREs en la vesícula y t-SNAREs 
sobre las membranas diana dan lugar a la fusión de las membranas. Esta hipóte¬ 
sis estaba apoyada por la ídentificación de SNAREs que estaban presentes en 
las vesículas sinápticas y por el descubrimiento de mutantes de la secreción en 
levaduras que parecían codificar las SNAREs necesarías para una variedad de 
eventos del transporte vesicular. Por ejemplo, el transporte desde e! R E hasta ei 
Golgi en levaduras requiere SNAREs específicas que están localizadas tanto en 
la membrána vesicular como en la membrána diana. 

Investigaciones recientes han confirmado que las SNAREs son necesarías 
para la fusión de una vesícula con una membrána diana y que el apareamiento 
SNARE-SNARE proporciona la energia necesaría para acercar ambas bicapas 
lo suficíente como para desestabifizarlas y resultar en su fusión, Sín embargo, la 
llegada, unión y fusión de las vesículas de transporte a membranas diana espe¬ 
cíficas parece estar mediado por un complejo proteico ensamblado secuencial- 
mente, muy parecido al que dio lugar a la gemación de la vesícula de transporte. 
Miembros de la família Rab de proteínas pertenecientes a las proteínas peque- 
ňas de unión a GTP. juegan papeles dave en la llegada de tas vesículas de 
transporte. Las proteínas Rab, al ígual que la família ARF, participan en muchas 
de las reacciones de gemación y fusión de vesículas durante el transporte vesi¬ 
cular. Más de 60 proteínas Rab diferentes han sído identrficadas e implicadas 
en procesos específicos de! transporte vesicular (Tabla 9.1) Funcionan en mu* 
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Figúra 9.34 

tniciación de una vesícula revestida de 
clatrina por ARF. La proteína pequeňa 
de unión a GTP, ARF, puede iníciar la for- 
mación de una vesícula revestida de clatri¬ 
na en la membrána del trans Golgi. Una vez 
transportada a la membrána, ARF/GDP 
es activada en ARF/GTP por un factor de 
intercambio de nucleóíidos de guanina es- 
pecifico para ARF. ARF/GTP recluta a la 
membrána a una proteína adaptadora 
GGA. y esta proteína recluta al receptor 
de manosa-6-fosfato, que transporta a la 
hidrolasa lísosómica, interaccionando con 
la cola citoplásmica del receptor. GGA 
también recluta a una segunda proteína 
adaptadora, AP1 que sirve como sitio de 
unión para el ensamblaje de una cubierta 
de clatrina sobre Ja vesícula. 
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Figúra 9 35 

Transporte de Rab a una membrána. La proteína pequeňa de unión a GTP Rab se 
modifica por la adicion de un grupo prenilo, que le permite ínsertarse en una membrána 
(ver Figúra 7.32). Rab es transportada en e! citosol unida a un inhibidorde disociación de 
GDP (GDI), que la mantiene en el estado Rab/GDP. En la membrána, un factor de despla- 
zamiento de GDI inespecífico puede separar el Rab/GDP del GDI e insertarlo en la mem¬ 
brána. Si se encuentra presente un factor de intercambio de nucleótidos de guanina espe- 
cifico para Rab, el GDP unido a Rab šeré intercambiado por GTP. y la forma actlva 
Rab/GTP puede interaccíonar con proteínas efectoras. Si el factor de intercannbio de nu- 
cleôtidos de guanina apropiado no está presente, el Rab/GDP šerá retirado por una GDI y 
transportado a otra membrána. 


chos pásaš del tráfíco vesicular, incluyendo la interacción con las SNAREs para 
regular y facilitar la formación de los complejos SNARE/SNARE, 

Las proteínas Rab individuales o combinaciones de proteínas Rab caracten- 
zan a distintos orgánulos y vesículas de transporte, asi que slj íocalización en la 
membrána correcta es dave para establecer la especificidad del transporte ve¬ 
sicular (Fíg. 9.35). Las proteínas Rab son transportadas a través del citosol en 
su forma unida a GDP por tnhibidores de la disociación de GDP (GDIs). En la 
membrána, son retirados de los GDIs por factores de desplazamiento de GDI. 
Entonces, factores de intercambio de nucleótidos específicos convierten el 
Rab/GDP en la forma activa Rab/GTP, Factores de intercambio de nucleótidos 
de guanina individuales se localizan en membranas espeeíficas y actúan sobre 
miembros específicos de la família Rab, de modo que son responsabtes de la 
formación de los complejos Rab/GTP activos en los puntos correctos de la 
membrána. En ausencia del factor de intercambio apropiado, las proteínas Rab 
permanecen como Rab/GDP y son retiradas de la membrána. 

Para iniciar la fusión de las vesículas de transporte, el Rab/GTP de la vesr- 
cula de transporte recluta proteínas efectoras y v-SNAREs para ensamblar un 
complejo de pre-fusión (Fíg. 9.36), Una proteína Rab distinta en la membrána 
diana organiza, de forma símitar, otras proteínas efectoras y t-SNAREs, Cuan- 
do la vesícula de transporte se encuentra con su membrána diana, las proteínas 
efectoras u ne n las membranas mediante interacciones proteína-proteína. Ešte 
anclaje de la vesícula a ía membrána diana permite a las v-SNAREs entrar en 
contactocon las t-SNAREs. Todas las proteínas SNARE poseen un iargo domi- 
nio centra! de hélice enroľlada como la que se encuentra en las láminas nuclea- 
res (ver Fig. 8.31), Al igual que en las láminas, ešte dominio se une fuertemente 


TABLA 9.1, Proteínas de unión a Rab GTP y sus dianas de acción 

Paso del transporte 

Proteinas Rab impľicadas 

Exocitosis 

RE transioional al Golgi 

Golgi a! RE 

Inira-Golgi 

Red del trans Goígi a la membrána ptasmática 

Rabi. Rabi b. Rab2 

Rab6, Rab6b 

Rabi. Rab6. Rab6b 

Rabi la. Rabi 1b 

Endocítosltt 

Membrána plasmálica a end os o ma temp ráno 
Endosoma temprano a membrána plasmática 
Endosoma temp ráno a endosoma tardío 

Rab5a, Rab5b s RabSc 

Rab4, Rab 15, Rabi8 

Rab7 

Pape les es pec i a les 

Exocitosis desde gránulos secretores 

Endosoma tardío a la red del trans Golgi 

Red del ŕrans Golgi a la membrána basolateral 

Red dal trans Golgi a la membrána apical 

Rab8b 

Rab9, Rablla, Rabi 1b 

RabSa 

Rab21 


Ejernplos d© las 60 proteínas Rab cuyas localizaciones y presuntas funciones soa conocidas, 
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Figúra 9,36 

Fusión de vesículas. La fusión vesicular es iniciada por Rab/GTP. Proteínas Rab espe- 
cfficas presentes en la membrána vesicular y en la membrána diana urien proteínas efec- 
toras para anclar la vesícula a la membrána diana. Ešte anclaje permite que interaccionen 
las v-SNAREs y las t-SNAREs. Los domínios de hélice enrollada de las SNAREs ínterac- 
ctonan entre si, proporcionando la energia necesaría para aproximar las membranas. 
Esta proximídad de las membranas desestabiliza las bicapas lipídicas y la vesícula y la 
membrána diana se fusionan. Cambios en las interacciones proteina-proteina reclutan a 
NSF y las SNAPs al complejo SNARE. y desensamblan el complejo empleando energia 
obtenida de la hidrólisis de ATP. 


a otros dominios de hélice enrollada y, en efecto, une a las SNAREs, aproxi- 
mando las dos membranas hasta un contacto casi directo. Esto genera una 
inestabilidad de las bicapas lipídicas y se fusionan. Siguiendo a la fusión de 
membranas, el complejo NSF/SNAP disocia el complejo SNARE, permitiendo 
asi que las SNAREs sean reutilizadas en los síguientes ciclos de transporte 
vesicular. Puesto que la energia de la ínteracción SNARE-SNARE dirigió la fu¬ 
sión de las membranas, es necesaria la energia de la hidrólisis de ATP para 
separar las SNAREs. 



Lisosomas 

Los lisosomas son orgánulos rodeados de membrána que contienen una šerie 
de enzímas capaces de degradar todas las clases de polimeros biológicos 
—proteínas, ácídos nucleicos, carbohidratos y lípidos—. Los lisosomas funcio- 
nan como el sistema digestivo de la célula, sirviendo tanto para degradar el 
materiál captado del exterior de la célula como para digerir los componentes ob- 
soletos de la propia célula. En su forma más sencilla, los lisosomas se observan 
como vacuolas esféricas densas, pero pueden exhibir diversidad de tamaňos y 
de formas en función de los distintos materiales que hayan captado (Fig. 9.37). 
Por lo tanto los lisosomas representan orgánulos morfológicamente diversos 
definidos por la función común de degradar materiál intracelular. 

Hidrolasas iisosámicas á c i d u s 

Los lisosomas contienen alrededor de 50 enzimas degradativas diferentes que 
pueden hidrolizar proteínas, ADN, ARN, polisacáridos y lípidos. Las mutaciones 
en los genes que codifican estas proteínas son responsables de más de 30 enfer- 
medades congénítas humanas diferentes, que se denominan enfermedades de 
depósito lisosómico. ya que el materiál no degradado se acumuia en ios lisoso¬ 
mas de los individuos afectados. La mayoría de estas enfermedades se deben a 
deficiencias en una única enzima lisosómica. Por ejemplo, la enfermedad de Gau- 
cher (la alteración más común) se debe a una mutación en el gen que codifica una 
enzima lisosómica requerída para la degradación de los glicolípidos Una excep- 
ción curiosa es la enfermedad celular-l, que se debe a una eficiencia en !a enzima 
que cataliza ei primer paso en el marcaje de las enzimas lisosómicas con manosa- 
6-fosfato en el aparatode Golgi (véase Fig. 9,26). El resultado es una alteración 
generalizada en la incorporactón de las enzimas lisosómicas a los lisosomas. 

Todas ias enzimas lisosómicas son hidrolasas ácidas, que son activas al pH 
ácido (aproxímadamente 5) del interior de los lisosomas pero no al pH neutro 
(aproximadamente 7,2) característico del resto de! citoplasma (Fig. 9.38). El 
que estas hidrolasas lisosómicas necesiten un pH ácido proporciona una doble 
protección contra la digestión incontrolada de los contenidos del citosol; incluso 
si se rompiera la membrána lisosómica, las hidrolasas ácidas liberadas serían 
inactivasal pH neutro del citosol. Para mantener su pH ácido interno, los lisoso¬ 
mas deben concentrar activamente iones H' (protones). Esto se consigue me- 
diante una bomba de protones en la membrána lisosómica, que Iransporta acti- 
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Figúra 9,37 

Microfotogralía electrónŕca de iisoso- 
mas y de mitocondrias en una célula 
de mamífero. Los lisosomas están irtdi- 
cados con flechas. 



0,5 um 


vamente protones a) lisosoma desde el citosol Ešte bombeo requiere un gasto 
de energia en forma de hidrólisis de ATP, ya que manfiene una concentración 
de H' aproximadamente cien veces más elevada en el interior del lisosoma. 



Lisosoma 


Endocitosis y formáciou del lisosoma 

Una de las funciones principales de los lisosomas es !a digestión del materiál 
captado del exteriorde la célula mediante endocitosis. que se discute en deta¬ 
ile en el Capítulo 12, Sin embargo, el pape! de los lisosomas en la digestión del 
materiál captado mediante endocitosis se relaciona no sólo con la función de los 
lisosomas síno tambíén con su formación. Concretamente, los lisosomas se 
forman mediante la fusíón de las vesículas de transporte originadas desde la 
red trans del Golgi con los endosomas, que contienen las moléculas ingeridas 
por endocitosis a partir de la membrána plasmática. 

La formación de los endosomas y de los lisosomas representa asi una in- 
tersección entre la via secretora, mediante la que se proeesan las proteínas 
lisosómicas, y la vía endocítica, mediante la cual son ingeridas las moléculas 
extracelulares a partir de la superficie de la célula (Fig. 9.36), El matéria! del 
exterior de la célula es ingerido en vesículas endociticas revestidas de clatrína, 
que se originan por gemación de la membrána plasmática y seguidamente se 
funden con los endosomas primarios. A continuacíón los componenies de la 
membrána son reciclados a la membrána plasmática {se tratará con detaile en 
el Cap, 12) y los endosomas prtmarios van madurando a endosomas tardíos, 
que son los precursores de los lisosomas, Uno de los cambias rmportantes du- 
raňte la maduractón del endosoma es e! descenso del pH interno hasta aproxi¬ 
madamente 5,5, lo que desempeňa un papel clave en la líberación de las hldro- 
lasas ácidas lisosómicas desde la red trans del Golgi. 


Figúra 9.38 

Organización del lisosoma. Los lisosomas contienen diversas hidrolasas ácidas que 
son activas al pH ácido interno del lisosoma, pero no al pH neutro del citosol. El pH interno 
ácfdo de los lisosomas es el resultado de la acción de una bomba de protones en la 
membrána del lisosoma, que importa protones desde el citosol acoplado a la hidrólisis de 
AIR. 
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Figúra 9.39 

Endocitosis y formacíón de los lisoso- 
mas. Las moféculas son captadas del ex- 
terior de la célula mediante vesículas endo- 
citicas T que se funden con los encfosomas 
tempranos. Los componentes de la mem¬ 
brána son recíclados cuando los endoso- 
mas primarios maduran a endosomas tar- 
díos. Las vesícuias de transporte que 
llevan las hídrolasas ácidas desde el apa- 
rato de Golgi se fusionan posteriormente 
con los endosomas tardios, que maduran 
a lisosomas cuando adquieren una carga 
completa de enzimas lísosómicas. Las hi- 
drolasas ácidas se disocian del receptor 
de manosa 6-fosfato cuando las vesicu- 
las de transporte se fusionan con los en¬ 
tí osomas tardios, y los recepteres son re- 
ciclados al aparato de Golgi. 


Golgi 
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Medicína molecular 


Enfermedad de Gaucher 


La enfermedad 

La enfermedad de Gaucher es, de 
las enfermedades de depósito 
lisosómico, la más comun, las 
cuales se deben a la incapacidad de 
los lisosomas para degradar 
sustancias que deberían degradar. 

La acumulación resultante de los 
compuestos no degradados da lugar 
a un aumento en el tamano y 
numero de los lisosomas en la 
céluia, lo que acaba produciendo la 
disfunción celular y consecuencias 
patológícas en los órganos 
afectados. La enfermedad de 
Gaucher afecta pnncipalmente a la 
población judía, con una frecuencia 
de aproximadamente 1 por cada 
2.500 indivíduos. La enfermedad 
tiene tres variantes, que difieren en 
su severidad y en cómo afectan al 
sistema nervioso. La forma más 
común de la enfermedad (tipo l) t no 
afecta al sistema nervioso; la 
enfermedad se manifiesta con 
esplenomegalia y hepatomegalía y 
por el desarrollo de lesiones óseas, 
Mucbos pacientes con e sta forma 
de la enfermedad no tienen 
síntomas importantes, y su 
esperanza de vida no se ve 
afectada. Las formas más severas 
de ta enfermedad (tipos II y III) son 
mucho menos frecuentes y se 
presentan tanto en poblaciones 
judías como no judías. La forma 
más deva sta do ra es la enfermedad 
tipo II, en la que la afectación 
neurológica es evidente en la 
infancia y los pacientes mueren a 
una edad temprana. La enfermedad 
tipo III, de severidad intermedia 
entre los tipos I y 11, se caracteriza 
por ta aparición de síntomas 
neurológícos (incluyendo demencia 
y espasticidad) alrededor de los diez 
aňos de edad. 

Bases moleeulares 
y celulares 

La causa de la enfermedad de 
Gaucher es la deficiencia de la enzima 
lisosómica glucocerebrosidasa, que 
cataliza la hídrólisis de los 
gJucocerebrósídos a glucosa y 
ceramida (véase la Figúra). Ešte 
déficit enzimático se demostró en 
1965, y el gen responsabfe fue 
clonado en 1985, Desde entonces, 
se han identificado más de 30 
mutaciones diferentes responsables 
de la enfermedad de 
Gaucher. Es interesaníe seňaiar 


que puede predecirse, en gran 
medida, la severidad de la 
enfermedad según la naturaleza de 
la mutación. Por ejemplo, los 
pacientes con una mutación que 
conduce a la sustitución, 
relativamenfe conservada, del 
aminoácido serina por asparragina 
tienen Ja enfermedad tipo I; los 
pacientes con una mutación que da 
lugar a la sustitución de prelína por 
leudna tienen deficiendas 
enzi máticas más severas y 
desarrollan la enfermedad tipo II o HL 
Excepto en las formas muy raras 
de la enfermedad, tipo II y III, las 
únicas células afectadas en la 
enfermedad de Gaucher son los 
maerófagos. Debido a que su función 
es eliminar las células envejecidas y 
daňadas mediante fagocítosis, los 
maerófagos confinuamente ingieren 
gran cantidad de íípidos, que 
normalmente son degradados en los 
lisosomas. Por lo tanto, las 
deficiendas de glucocerebrosidasa 
resultan particularmeníe evidentes 
en los maerófagos de estos órganos, 
lo que concuerda con que las 
maniíestaciones primarias en la 
mayoría d e los casos de enfermedad 
de Gaucher sean alteraciones 
esplénicas y hepáticas. 

Prevencíón y tratamiento 

La enfermedad de Gaucher es uno 
de los ejemplos más importantes de 
una enfermedad que puede tratarse 
mediante tratamiento enzimático 
sustitutivo, en el que se utiliza la 
administradón exógena de una 
enzima para corregir un defecto 
enzimático. Ešte abordaje de! 
tratamiento de las enfermedades de 
depósito lisosómico lo sugirió 
Christian deDuve en los aňos 60 r y 
se basa en la idea de que las 

oO 

1 


Glucocerebrosidasa 
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HCOH C = 0 



GI ucocereb ros i da sa 


enzimas administradas 
exógenamente podrian ser 
ingeridas por endocitosis y 
transportarse a los lisosomas. Ešte 
abordaje es especialmente 
interesaníe en la enfermedad de 
Gaucher tipo I, ya que el maerófago 
es la única céluia diana. En los aňos 
70, se deseubrió que los 
maerófagos expresan receptores en 
fa superfície celular que se unen a 
residuos de manosa de 
glicoproteínas extracelulares e 
internalizan posteriormente estas 
proteínas por endocitosis. Ešte 
hallazgo hízo pensar que fa 
glucocerebrosidasa administrada 
exógenamente pôdna ser dirigida 
especŕficamente a los maerófagos 
mediante modificacíones que 
expusieran residuos de manosa, Se 
modificó de la manera pertinente la 
enzima preparada a partir de 
placenta humana, y los estudios 
clínicos han demostrado claramente 
su efectividad en el tratamiento de la 
enfermedad de Gaucher 
Desafortunadamente, el 
tratamiento sustitutivo enzimático 
para la enfermedad de Gaucher es 
čaro: el coste sólo de la enzima para 
el tratamiento de un pacient© a las 
dosis recomendadas estä entre 
50,000 y 500.000$ al aňo. El coste 
de ešte tratamiento io sitúa muy por 
encima de los reeursos de los 
pacientes, y ha generado la 
controversia socia! respecto al coste 
de los fármacos caros para el 
tratamiento de ias enfermedades 
poco frecuentes, 
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Fagolisosomas 


AUTOFAG1A 


Retículo endopiäsmico 


Mitocondria 


Autofagosoma 


FAGOCITOSIS 


Bacteria 


Fagosoma 


Como $e trató previamente, las hidrolasas ácidas son dirigidas a los lisoso 
mas por residuos de manosa-6-fosfato, que son reconocidos por los receptores 
de manosa-6-fosfatQ en la red trans del Golgi y empaquetados en vesícuias 
revestidas de clatrina.Tras la liberación de la cubierta de clatrina, estas vesícu- 
las de transporte se fusionan con los endosomas tardíos, y e! pH interne áddo 
hace que las hidrolasas se dtsocien del receptor de manosa-6-fosfato (véase 
Fíg, 9.39). Las hidrolasas son asi tiberadas en la luz del endosoma, mientras 
que los receptores permanecen en la membrána y finalmente son reciclados al 
Golgi. Los endosomas tardíos maduran entonces a lisosomas a medida que 
adquieren una carga completa de hidrolasas ácidas, que digieren las moléculas 
originalmente ingeridas por endocitosis. 


Figúra 9.40 

Los lisosomas en la fagocitosis y en la 
autofagia. En la fagocitosis, partículas 
grandes (como bacterias) son ingeridas en 
vacuolas fagocíticas o fagosomas. En la 
autofagia, los orgánu los internos (como las 
mitocondrias) son englobados por trag- 
mentos de membrána procedentes del R E. 
formando los autofagosomas. Tanto los 
fagosomas como los autofagosomas se 
fusionan con los lisosomas para farmár fa- 
golisosomas grandes, en los que son di- 
geridos sus contenidos. 


Tágo c i to si s y a 11 to fagi a 

Además de degradar las moléculas englobadas por endocitosis, los lisoso¬ 
mas digieren el matéria! derivado de otras dos rutas: la fagocitosis y la autofagia 
(Fig. 9,37) En la fagocitosis, células especiatizadas, como los macrófagos t 
ingieren y degradan partículas grandes, incluyendo bacterias, restos de células, 
y céiulas envejecidas que han de ser eliminadas del organismo. Estas partiou- 
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las grandes son ingeridas en vacuolas fagocíticas (fagosomas). que posterior- 
mente se fusionan con los lisosomas, dando lugar a la digestión de su conteni- 
do. Los lisosomas formados de esta manera (fagolisosomas) pueden ser bas- 
tante grandes y heterogéneos, ya que su tamaňo y forma viene determinado por 
el contenido del materiál que esté siendo digertdo. 

Los lisosomas también son responsables de la autofagia, la renovación 
gradual de los propios componentes de la célula. El primer paso de la autofagia 
parece ser el que un orgánulo (p. ej., una mitocondria) sea englobado por una 
membrána derivada del RE. La vesícula resultante (un autofagosoma) se fu- 
siona después con un lisosoma, y su contenido es digerido (véase Fig. 9.40). 


PALABRAS CLAVE 


RESUMEN 

RETÍCULO ENDOPLÁSMICO 


retículo endoplásmico (RE), RE rugoso, 
RE de transicion, R E liso, vesícula 
secrelora, via secrelora. 


secuencia sena L microsoma, partie ula 
de reconocimiento de la seňal (SRP), 
ARNsrp, receptor de SRR, translocón. 

peptidasa de la seňal 


proteina disulfuro isomerasa, anclaje de 
glicosilfosfatidílinositol (GPI), cainexina. 

calreticuľna 


flipasa 


Retículo endoplásmico y secrecion de proteínas: El retículo endoplásmi¬ 
co es el primer orúce de caminos en la dístríbucíón de las proteínas. En las 
células de los mamíferos, las proteínas destinadas a la secrecion, a los liso¬ 
somas o a la membrána plasmática se traducen en los ňbosomas unidos 
a membrána y son transferídas al RE rugoso mientras están siendo tradu- 
cidas. 

Marcaje de tas proteínas para dirigirse at retículo endoplásmico : Las 

proteínas pueden dirigirse al RE bien mientras están siendo íraducidas o tras 
haber finalizado su traducción en el citosoL En las células de mamíteros, la 
mayoría de las proteínas son translocadas al RE mientras están siendo tra- 
ducidas en ribosomas unidos a membrána. Los ribosomas que intervíenen 
en la síntesis de las proteínas secretsdas son dirigidos al retículo endopfás- 
mico mediante secuencías seňal en el extremo amino terminál de la cadena 
polipeptídica. Las cadenas polípeptídícas en crecímiento son translocadas 
posteriormente al RE a través de canales proteicos, y se liberan en la luz del 
RE al ser escindida la secuencia seňal. 

Inserción de proteínas en la membrána del RE: Las proteínas integraies 
de membrána de la membrána plasmática o de las membranas del RE, del 
aparato de Golgi y de los lisosomas, se insertan inicialmente en la membrá¬ 
na del RE. En lugar de ser translocadas a la iuz del RE, estas proteínas se 
anclan por hélices alfa que atraviesan la membrána y que detienen ta trans- 
ferencia de la cadena polipeptídica en crecímiento a través de la membrána. 

Plegamiento y procesamiento de proteínas en e f RE: Las cadenas poli- 
peptŕdicas se pliegan en su conformacíon tridimensional correcía en el RE, 
En el RE también tiene lugar la A/-glicosilación y la adicíón de los ancla- 
jes GPI. Aquellas proteínas que no pueden plegarse correctamente son se- 
paradas de la vía secretora y mareadas para ia degradación. 

R E liso y síntesis de fípidos: El RE es el sitío principál de síntesis de lípí- 
dos en las células eucariotas, y el RE liso abunda en las células que tienen 
un metabolismo lipídico activo y que realizan la destoxifícación de fármacos 
liposolubles. 

Exportación de proteínas y iípidos desde eí RE: Las proteínas y los líp f - 

dos son transportados en vesículas desde el RE a! aparato de Golgi. Las 
proteínas residentes en el RE están mareadas por secuencias que seňalizan 
su regreso desde el Golgi al RE mediante una via de reciclaje. Otras secuen- 
čias seňalizaderas medián el empaquetamientG selectivo de las proteínas 
que van a ser exportadas, en vesículas que las transportan al Golgi, 
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APARATO DE GOLGI 

Organización def Goígi: El aparato de Golgi particípa en el procesamiento 
y en la distribución de las proteínas, asi como en la síntesis de lípidos y 
polisacáridos. Las proteínas son transportadas des de el retículo endopfás* 
mico a la red cis del Golgi. Desde ahí se transportan al apifamiento del Golgi, 
que representa el iugar metabólicamente más activo del aparato de Golgi, 
Las proteínas modifieadas son transportadas desde el apilamiento del Golgi 
a la red trans del Gofgi, donde se distribuyen y se empaquetan en vesículas 
que se transportarán a los lisosomas, a la membrána plasmática, o al exte- 
rlor celular. 

Glicosilación de proteínas en ef Golgi: Los /V-olígosacáridos aňadidos a 
Jas proteínas en el RE son modificados en ef Golgi. Aquellas proteínas destí- 
nadas a los lisosomas son fosforiladas específicamente en los residuos de 
manosa, y la manosa-6-fosfato actúa como una sena! que dirige su transpor¬ 
te a los lisosomas desde la red trans del Golgi. En el Golgi también tiene 
Iugar la O-glicosilación. 

Metabolismo de lipidos y de polisacáridos en el Golgi: El aparato de 
Golgi es el Iugar donde se sintetizan los glícolípidos, la esfíngomielina y los 
polisacáridos complejos de la pared celular vegetaL 

Distribución y exportación de proteínas desde eí aparato de Gofgi: Las 

proteínas se distribuyen en la red trans del Golgi para ser empaquetadas en 
vesículas de transporte que se dirigen a ser secretadas, a la membrána plas¬ 
mática, a los lisosomas o a las vacuolas de las levaduras y plantas. En las 
células polarizadas, las proteínas se dirigen específicamente a los dominios 
apical y basolateral de la membrána plasmática. 

MEČANÍ SIVÍ O DE TRANSPORTE DE LAS VESÍCULAS 

Aproximaciones experimentafes al conocimiento del transporte de las 
vesículas: El mecanismo de transporte de las vesículas se ha determinado 
mediante el estudio de mutantes de tevaduras, de ststemas reconstituidos 
de células libres y de vesículas sinäpticas. 

Seleceión de la mercancía, proteínas de revestimiento y gemación de 
vesículas: La superficie citoplásmíca de las vesículas está recubíerta de 
proteínas que dirigen la gemación de las vesículas y que seleccionan las 
moléculas específicas a que serán transportadas. 

Fusión de las vesículas: La unión de las vesículas con la membrána däana 
adecuada está mediada por interaccíones entre pares de proteínas trans- 
membrána, lo que da Iugar a la fusión de las membranas. 

LISOSOMAS 

Hidrolasas ácidas lisosómicas: Los lisosomas contienen una šerie de hi- 
drolasas ácidas que degradan proteínas, ácidos nucleicos, polisacáridos y 
lipidos. Estas enzímas funcionan específicamente al pH ácido del interior de 
los lisosomas, 

Endocitosis y formación de los lisosomas: Las moiéculas extracelulares 
captadas por endocitosis son transportadas a los endosomas, que maduran 
a lisosomas a medída que se traen hidrolasas ácidas desde el Golgi, 

Fagocitosis y autofagia: Los lisosomas son responsables de la degrada- 
ción de partículas grandes, ingendas mediante la fagocitosis, y de la diges- 
tión gradual de los propios componentes de la célula mediante la autofagia. 


aparato de Golgi, complejo de Golgi, red 
cis del Golgi, apilamiento del Golgi, red 
trans del Golgi 


manosa-6-fosfato. región senal 


domínio apical, domínio basolateral, 
vacuola 


vesícula sináptica 


vesicula revestida de clatrina, vesícula 
revestida COP 
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Preguntas 

1. čCuá\ era la evidencia experimental 
originál que indicaba la vía secretora RE 
rugoso -h> aparato de Golgi ^ vesículas 
secretora s -* proteŕna secretada? 

2. ^Gómo proporcionó la traducción in 
vitro de ARNm pruebas de la existencia 
de una secuencia senal que dirige a pro~ 
teínas secretoras potenciates al retículo 
endoplásmieo rugoso? 

3. Diferencias entre la transloeación co- 
traduccionai y postraduceional de cade- 
nas poiipeptŕdícas al retículo endoplásmi- 
co f incluyendo lafuerza motriz de ambas. 

4. Sec61 es un componente crítico del 
canal proteico (ocalizado en la membrá¬ 
na del RE. En las células mutantes para 
Sec61, ^cuál es el destino de las proteí- 
nas que normalmente se localizan en el 
aparato de Golgi? 
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OS ORGÁNULOS CITOPLÁSMICOS. ADEMÁS DE ESTAR IMPLICADOS EN EL TRANS¬ 



PORTE Y distribloón de las proteínas, proporcionan compartimeníos 


especializados en los que tienen lugar diversas actividades metabólicas. 
Una acfividad fundamental de todas fas células es generar energia metabólica, 
y son dos los orgánulos que están dedícados específieamente al metabolismo 
energétlco y a la producción de ATP. Las mitocondrias son responsables de 
generar la mayoría de la energia útli derivada de la degradación de los lípidos y 
de los carbohidratos, y los cloroplastos utilizan ia energia obtenida de la luz 
sóla r para generar tanto ATP como poder reductor para sintetizar carbohidratos 
a partír de 0O 2 y H 2 Q. El tercer orgánulo que se trata en ešte Capítulo, el peroxí- 
soma, contiene enzimas que intervienen en diversas rutas metabólicas, inclu- 
yendo la degradación de los äcidos grasos y el metabolismo de un derivado de 
la fotosíntesís. 

Las mitocondrias, los cloroplastos y los peroxisomas difieren de los orgánu¬ 
los tratados en el Capítulo anteríor no sólo en sus funciones, sino también en su 
mecanismo de formáciou. Las proteínas destínadas a los peroxisomas, mito- 
condnas y cloroplastos, en lugar de sintetizarse en los ribosomas unidos a 
membrána y ser trasladadas al retículo endopfäsmieo, se sintetizan en los ribo- 
somas libres del citosot y son importadas a sus orgánulos de destino en forma 
de cadenas polipeptídicas completas. Las mitocondrias y los cloroplastos tam- 
bién contienen sus propios genomas, que incluyen algunos genes que se trans- 
criben y traducen en el propío orgánulo. Por lo tanto, la distribueión de las proteb 
nas a los orgánulos citopiásmicos tratados en ešte Capítulo es diferente de las 
rutas de transporte vesicular que conectan el retículo endoplásmico, el aparato 
de Golgi. los lisosomas y la membrána plasmática. 

Mitocondrias 

Las mitocondrias desempehan un pape! crucíal en la generación de energia 
metabólica en las células eucariotas. Como ya se comentó en el Capítulo 2, son 
responsables de la mayor parte de la energia útil derivada de la degradación de 
los carbohidratos y de los ácidos grasos, que es convertída en ATP por el proce- 
so de la fosforilación oxidativa. La mayoría de las proteínas mitocondriales son 
traducídas en los ribosomas citopiásmicos libres, y son importadas al orgánulo 
debido a seňales directoras específícas. Además. las mitocondrias son únicas 
entre los orgánulos citopiásmicos ya tratados en que contienen su propio ADN, 
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que codifica ARNt. ARNr. y algunas proteínas mitocondriaies. El ensamblaje de 
las mitocondrias implica. por tanto, a proteínas codíficadas por su genoma pro- 
pio y traducidas en el orgánulo, asi como a proteínas codíficadas por el genoma 
nuclear e importadas desde el citosol. 


Fígura 10 J 

Estructura de tma mitocondria. Las 

mitocondrias e stá n rodeadas por u n sis- 
tema de doble membrána, constituido 
por una membráne interná y una externá. 
Los plíegues de la membráne interná 
(crestas) se extienden hada el interiér de 
la matriz. (Microfotografia por K.R. Por- 
te r/Photo Rechearches. In c.) 


Orgonización y función de las mitocondrias 

Las mitocondrias están rodeadas por un stsíema de doble membrána, constitui- 
do por una membrána mitocondria! interná y otra externá separadas por un 
espacio intermembrana (Fíg, 10.1). La membrána interná forma numerosos 
plíegues (crestas), que se extienden hacia el interior (o matriz) del orgánulo. 
Cada uno de estos componentes desempeňa un papel funcional distinto, siendo 
la matriz y la membrána interná los príncipales compartímentos funcionales de 
las mitocondrias. 

La matriz contlene el sistema genético mitocondriaí asi como las enzimas 
responsablesde las reaccionescentrales del metabolismo oxidativo {Fíg. 10.2). 
Como ya se trató en el Capítuio 2, la fuente principál de energia metabólica en 
las células animales es la degradación oxidativa de la glucosa y de los ácidos 
grasGs. Las etapas iníciales del metabolismo de la glucosa (glicolísis) tieň en lugar 
en el citoplasma, donde la glucosa es convertida a piruvato (véase Fig. 2.32). El 
piruvato es posteriormente transportado al interior de la mitocondria, donde su 
oxidación completa a C0 2 produce la mayor parte de la energia utilizable (ATP) 
precedenie del metabolismo de la glucosa. Esto implica ía oxidación iniciál del 
piruvato a acetil CoA, que posteriormente es degradado hasta C0 2 a través del 
ciclo del äcido cítrico (véanse Figs. 2,33 y 2.34). La oxidación de los ácidos gra- 
sos también produce acetil CoA (véase Fig. 2.36), que de forma similar es metabo- 
lízado por el ciclo del áctdo citrico en las mitocondrias. Por lo tanto, las enzimas del 
ciclo del ácido cítrico (localizadas en la matriz mitocondria!) tienen un pape! centrál 
en la degradación oxidativa tanto de los carbohidratos como de los ácidos grasos. 

La oxidación del acetil CoA a CO z está acoplada a la reducción de NAD' y 
FAD a NADFI y FADH 2 respectivamente, Por lo tanto, la mayor parte de !a ener¬ 
gia deri vada del metabolismo oxidativo es producida por el proceso de fosforila- 
ción oxidativa (que se tratará en detaile en la siguiente sección), que tiene lugar 
en la membrána mitocondrial interná. Los eleetrones de alta energia del NADH 
y FADH 2 se transfieren al oxígeno mofecular a través de una šerie de transpor- 
tadores de la membráne. La energia derívada de estas reacciones de transfe- 
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Figúra 10.2 



Metabolismo en la matriz de las mito 
condrias* El piruvato y los ácidos grasos 
son importados desde el citosol y conver- 
tidos en acetil CoA en la matriz mitocon- 
drial. El acetil CoA se oxida a CO? a tra- 
vés del cic la del ácido cítrŕco, ía ruta 
principál del metabolismo oxidativa. 


Membrána externá 

Membrána interná 


rencia de electrones se convierte en energia potenciál acumulada en forma de 
u n gradiente de protones a través de la membrána, q u e es utilízada para dirigir 
la síntesis de ATP, La membrána interná mitocondrial representa de esta mane- 
ra el lugar principál de generación de ATP. y ešte papel fundamental se refleja 
en su estructura. Primero, el incremento de su superficíe medíante su plega- 
miento en crestas. Además, la membrána interná mitocondrial contiene una 
proporción inhabitualmente elevada (mas del 70%) de proteínas, que intervie- 
nen en la fosforilación oxidativa asi como en el transporte de metabolitos (p. ej., 
piruvato y ácidos grasos) entre el citosol y la mitocondrta. Por otra parte, la 
membrána interná es impermeable a la mayoría de los iones y de las moléculas 
pequenas —una propíedad crítica para mantener el gradiente de protones que 
dirige la fosforilación oxidativa. 

A diferencia de la membrána interná, la membrána externá mitocondrial es 
completamente permeabíe a las moléculas pequenas. Esto es debido a que con¬ 
tiene unas proteínas denomínadas porinas, que forman canales que permiten ia 
difusión libre de moléculas menores de 1.000 daltons. Por lo tanto, la composi- 
ción del espacio ŕntermembrana es similar a la del citosol respecto a los iones y a 
las moléculas pequenas. Consecuentemente. la membrána mitocondrial interná 
es la barrera funcíonal para ei paso de moléculas pequenas entre el citosol y la 
matriz y mantiene el gradiente de protones que dirige la fosforilación oxidativa. 

Sistema genético de las ntifocondrias 

Las mitocondriascontienen su propio sístema genético, el cual está separado y 
es distinto del genoma nuclear de la célula, Como ya se comentó en el Capítulo 
1, se cree que las mitocondrias evolucionaron a partír de bacterías que desarro- 
llaron una relación simbiótica víviendo dentro de células más grandes (endo- 
simbiosis). Esta hipótesis ha sido confirmada recientemente por los resultados 
def análísis de secuencias de ADN, que han revelado similitudes notables entre 
el genoma de las mitocondrias y el de la bacteria Rickettsia prowazekii. Las 
rickettsias son parásitos intracelulares que, al igual que las mitocondrias, sólo 
son capaces de reproducirse dentro de células eucariotas, De aeuerdo con sus 
estilos de vida similares simbióticos, las secuencias de ADN genómico de Ric¬ 
kettsia y de las mitocondrias sugieren que compartieron un ancestro común, a 
partir del cual se originó el sistema genético de las mitocondrias actuales. 

El genoma mitocondrial está constituido por moléculas ctrculares de ADN, 
como los de las bacterias. presentes en varías copias por orgánulo. Varían con- 
siderablemente en tamaňo entre las diferentes especies. Los genomas de las 
mitocondrias humanas y de la mayoría de los animales tienen sólo alrededor 
del6 kb r pero se han encontrado genomas mítocondriales sustancialmente más 
grandes en las levaduras (aproximadamente 80 kb) y en las plantas (más de 200 
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Figúra 10.3 

Genoma mitocondrial humano. El ge~ 

noma contiene 13 secuencias codificado- 
ras de proteínas, que son designadas 
como componentes de los complejos 
respiratorios l t III, IV, o V. Además, et ge- 
rtorra contiene genes para los ARNr 12S 
y 16S y para 22 ARNt que son designa- 
dos por el códígo de una letra para el 
aminoáddo correspondiente. La región 
del genoma designada «bucle contie¬ 
ne un origen de replicación del ADN y se- 
c u en čias promotoras d e la transcripcičn* 


TABLA 10.1, Diferencias entre 
los códägos genétieos universal y 
mitocondrial 


Codón 

Código 

universal 

Código 

mitocondrial 

humano 

UGA 

Terminación 

Trp 

AGA 

Arg 

Terminación 

AGG 

Arg 

Terminación 

A U A 

Ne 

Met 


En ías mitocondrias de las levadura& y las plan¬ 
táš hay otros codones que difieren del códígo uni¬ 
versal 


kb). Sín embargo, estos genomas mitocondriales más grandes estän compues- 
tos fundamentalmente por secuencias no codificantes y no parece que conten- 
gan mucha más informacíón genética. Porejemplo, el genoma mitocondrial más 
grande secuenciado es el de la planta Arabidopsis thaliana. Aunque el ADN mito¬ 
condrial de Arabidopsis tiene alrededor de 367 kb, codifíca sólo 32 proteínas: un 
poco más del dobte de las que codífica el ADN mitocondrial humano. El ADN 
mitocondrial con mayor numero de genes es e! del protozoo Heclinomonas ame - 
ricana , que tiene 69 kb y contiene 97 genes. El genoma mitocondrial de Reclino- 
mortas parece que se asemeja más al genoma bacteriano de! que evolucionaron 
tas mítocondrias que la mayoría de los genomas mitocondriales actuales. que 
sólo codiflcan un pequeňo número de proteínas que son componentes esencia- 
les del sistema de fosforilación oxídativa. Además, el genoma mitocondrial codifi- 
ca todos los ARNs ribosómicos y la mayoría de los ARNs de transferencia nece- 
sarios para la traducción en la mitocondria de estas secuencias codificantes. Otras 
proteínas mitocondriales son codificadas por genes nucleares: se piensa que éstas 
han sido transferidas al núcieo desde el genoma mitocondrial ancestral. 

El genoma mitocondrial humano codifíca 13 proteínas ímplícadas en el trans¬ 
porte de electrones y en la fosforilación oxidativa (Fíg. 10.3). Además, el ADN 
mitocondrial humano codifíca ARNr 16S y 12S y 22 ARNt que se requieren para 
la traducción de las proteínas codificadas por el genoma del orgánulo, Los dos 
ARNr son los unicos componentes de ARN de los ribosomas mitocondriales de 
los animales y levaduras, mientras que los ribosomas bacterianos contienen tres 
ARNr {23S, 16S y 5S). Sin embargo, el ADN mitocondrial de las plantas también 
codifíca u n tercer ARNr de 5S. Las mitocondrias de las plantas y de los protozoos 
también difieren de las de los animales en que importan y utilizan ARNt codifica- 
dos tanto por el genoma nuclear como por el mitocondrial, mientras que en las 
mitocondrias animales todos los ARNt son codiftcados por el orgánulo. 

El pequeňo número de ARNt codificados por el genoma mitocondrial pone 
de manifiesto una característica importante del sistema genético mitocondrial 
—el uso de un código genético ligeramente diterente. que es dístinfo del códi- 
go genético ^universal” utilizado por las célufas procariotas y eucariotas (Ta¬ 
bla 10.1). Como ya se trató en el Capitulo 3, hay 64 codones posibles, de los 
cuales 61 codifican los 20 aminoácidos diferentes incorporados en las proteínas 
(véase Tabla 3.1). Muchos ARNt tanto en las células procariotas como en las 
eucariotas son capaces de reconocer más de un unico codón en el ARNm debi- 
do al «balanceo*\ que permite el desapareamiento entre el anticodón del ARNt 
y la tercera posición de determinados codones complementarios (véase Frg. 
7,3). Sin embargo, se requieren al rnenos 30 ARNt diferentes para traducir el 
código universal de acuerdo a las reglas del balanceo, Sin embargo, el ADN 
mitocondrial humano codífica sólo 22 especies de ARNt, y estos son los unicos 
ARNt que se utilizan para la traducción de los ARNm mitocondriales. Esto se 
lleva a cabo por una forma extrema de balanceo en la que la U en el anticodón 
del ARNt puede aparearse con cuatquíera de ías cuatro bases en !a tercera 
posición del codón de ARNm, lo que permite que un úntco ARNt reconozca 
cuatro codones Además, en las mitocondrias aigunos codones especifican 
aminoácidos distintos de los que codífica el código universal. 

Al igual que el ADN de los genomas nucleares, el ADN mitocondrial puede 
alterarse por mutaciones, que frecuente meňte son nocivas para e! orgánulo. 
Puesto que časí todas las mítocondrias del óvulo fecundado las aporta el oocito 
en vez del espermatozoide, las mutacíones germinales en el ADN mitocondrial 
son transmitidas a la siguiente generación por la madre, Dichas mutacíones se 
han asociado con vartas enfermedades. Por ejemplo, la neuropatía óptica here- 
ditaria de Leber, una enfermedad que conduce a la ceguera, puede producirse 
por mutacíones en los genes mitocondriales que codifican los componentes de 
la cadena de transporte de electrones, Además, se ha sugerido que la acumula- 
cíón progresiva de mutacíones en el ADN mitocondrial durante la vida de los 
individuos contribuye al proceso de envejecimiento. 
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Intemalización de proteínas y formáciou de las mitocondrias 

A diferencia de Jo que sucede con los ARIM miembros del aparato de traducción 
de las mitocondrias (ARNr y ARNf), la mayoría de los genomas mitocondriales 
nocodifican las proteínas requeridas para la replícación, transeripción o traduc- 
ción del ADN, Los genes que codifican las proteínas requeridas para la replica- 
ción y expresión del ADN mitocondrial se encuentran en el núcleo. Además, el 
núcleo contiene los genes que codifican la mayoría de las proteínas mitocon- 
driafes requeridas para la fosforiíación oxidativa y todas las enzimas que inter- 
vienen en el metaboiismo mitocondrial (p. ej,, ias enzimas del ciclo del ácido 
cítrico). Las proteínas codificadas por estos genes (más del 95% de las proteí¬ 
nas mitocondriales) son sintetizadas en ribosomas citosólicos libres e introduci- 
das en las mitocondrias como cadenas polipeptidícas completas. Debido a la 
estructura de doble membrána de las mitocondrias, la intemalización de las 
proteínas es consideráblemente más complicada que la transferenda de un 
polipéptido a través de una úníca bicapa fosfolípŕdica. Las proteínas destinadas 
a la matriz tienen que atravesar tanto la membrána mitocondrial interná como la 
externá, mientras que otras proteínas han de distríbuirse a distíntos comparti- 
mentos en el orgánulo (p. ej., el espacío intermembrana). 

La intemalización de proteínas a la matriz es el aspecto mejor conocido de la 
dístnbución de las proteínas en la mitocondria (Fig, 10.4). La mayoría de las 
proteínas son marcadas y dirigidas a la mitocondria mediante secuencias amino 
terminales de 20 a 35 aminoácidos (denominadas presecuencias) que se es- 
cinden por rotura proteolítica tras entrar en el orgánulo. Las presecuencias de 
las proteínas mitocondriales, caracterizadas por primera vez por Gottfried 
Schatz, contienen múltiples residuos de aminoácidos con carga positiva, habi- 
tualmente en forma de hélice y. anfipática. El prímer paso en la intemalización 
de la proteína es la unión de estas presecuencias a receptores en la superficie 
de la mitocondria. A continuacíón la cadena polipeptídica se inserta en un com- 
plejo proteínico que dirige la translocación a través de la membrána externá (ta 
translocasa de ta membráne externá o complejo Tom). Las proteínas Tom indL 
viduales se designan de acuerdo con su tamaňo molecular, de modo que los 
receptores se denominan Tom22, Tom20 y Tom5, Desde estos receptores, las 
proteínas son transferidas a la proteína del poro Tom40 y son trans cadas a 
través de la membráne externá. Las proteínas a continuacíón son transferidas a 
un segundo complejo proteico en la membrána interná (una de dos transloca- 
sas diferentes de la membrána interná o eomplejos Tim)* Las proteínas con 
presecuencias atraviesan la membrána interná a través del complejo Tim23< La 
translocación de proteínas requiere el potencia! electroquímícc que se estabiece 
a través de la membrána interná mitocondrial durante el transporte de electro- 
nes. Como se vera en la siguiente sección de ešte Capítulo, la transferenda de 
electrones de alta energia desde el NADH y FADH ? al oxígeno molecular está 
acoplada a la transferenda de protones desde la matriz mitocondrial al espacio 
intermembrana. Puesto que los protones son partículas cargadas, esta transfe^ 
rencia estabiece un potencia! eléctrico a través de la membrána interná, siendo 
la matriz negatíva. Durante la intemalización de las proteínas, ešte potenciál 
eléctrico dirige la translocación de la presecuencia cargada positivamente. 

Para ser trasfadadas a través de la membrána mitocondrial, las proteínas 
deben estar, al menos parcialmeníe, desplegadas. Por lo tanto, la internaliza- 
ción de las proteínas en las mitocondrias requiere chaperonas moleculares ade¬ 
más de las proteínas de membrána implicadas en la translocación (véase Fig. 
10.4). En el lado citopíásmico, los miembros de la família de chaperonas Hsp70 
manttenen las proteínas parcialmeníe desplegadas para que puedan ser inser- 
tadas en la membrána mitocondriaL A medida que cruzan la membrána interná, 
las cadenas polipeptidícas sin plegar se unen a otro miembro de la familía 
Hsp70 T que está asociado con el complejo Tim23 y actua como un motor que 
emplea la hidrólisis repetída de ATP para conducir la intemalización de proteínas. 
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Figúra 10 4 

Internalización de proteínas de la ma- 
triz mitoeondriaL Las proteínas se din- 
gen al complejo Tom en la membrána mi- 
tocondrial externá por presecuencias 
amínotemninales que poseen aminoáci- 
dos cargados posítivameňte, Esta prese¬ 
cuencia se une en primer lugar a Tom20 y 
Tom22, y a continuación se transfiere a 
Tom5 y el poro de internalización, Tom40, 
Después de atravesar !a membrána exter¬ 
ná, !a presecuencia se une al dominio in- 
termembrana de Tcm22 y paša al comple- 
jo Tim23 en la membrána interná. En la 
matriz, una chaperona HspľO asociada 
con Ti m44 actúa como motor, empleando 
la hidrólísis de AT P para translocar la pro- 
teína a través de la membrána interná. En 
la mayorŕa de las proteínas destinadas 
para la matriz mitocondrial, se elimina la 
presecuencia por una peptidasa procesa- 
dora de la matriz (MPP) y se asocian con 
proteínas Hsp70 soiubles que facilitan su 
plegamiento. 
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En la mayorŕa de los casos, la presecuencia es entonces escindida por una 
peptidasa procesadora de la matriz (MPP: matrix Processing peptidase) y 

la cadena polipeptídica se une a otras chaperonas Hsp70 de la matriz que facili¬ 
tan su plegamiento, Aígunos polipéptidos se transfieren a continuación a una 
chaperona de la família Hsp60 (una chaperonina, véase Fig, 7,21), en cuyo 
interiorse producen plegamientos proteicos adicionales. Estas interaccionesde 
cadena polipeptídicas con chaperonas moleculares dependen de ATP, de 
modo que la internalización de proteínas requiere ATP tanto fuera como en el 
ínterior de las mitocondrias, además del potencia! eléctrico a través de la mem¬ 
brána interná. 

Como se ha mencíonado previamente, algunas proteínas mitocondriales se 
dirigen a la membrána externá, a la membrána interná o al espacio intermem¬ 
brana en lugar de a la matriz, por lo que se requieren mecanismos adicionales 
para dirígir estas proteínas al compartimento submitoeondrial correcto. Muchas 
de las proteínas de la membrána interná son transportadoras de moléculas pe- 
queňas que intercambian nucleótidos e iones entre la mitocondria y el citosol. 
Estas proteínas no contienen presecuencias, por el contrario poseen múltiples 
secueneias de internalización en la mitocondria interná. En consecuencia, no 
son reconocidas por Tom2Q ni Tom22. Estas proteínas son reconocidas por un 
receptor distinto en la membrána mitocondria! externá (Tom70), y a continua¬ 
ción son translocadas por la membrána a través de Tom4Q (Fig. 10 5). En el 
espacio intermembrana, tas proteínas son reconocidas por componentes móvi- 
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Figúra 10.5 

Internalízación de proteínas transpor- 
tadoras de moléeulas pequeňas en fa 
membrána mitocondrial interná. Estas 
proteínas poseen secuencias de seňal in¬ 
terná, en lugar de presecuencias N-termi- 
nales. Las secuencias de seňa! interná 
son reconocidas po r receptores Tom 70 
que transfieren a la proteína ai poro de in- 
ternalizacion de Tom40. En el espacio in- 
termembrana. la proteína se une a las 
proteínas pequeňas móviles Tim. las pro¬ 
teínas «tiny Ttm”> que la guían al comple- 
jo Tim22 de la membrána interná. Las pro¬ 
teínas tiny Tim transfieren ta proteína a 
Tim54 y a cantinuacion, al poro de inter- 
nalización de Tim22. Las secuencias än- 
ternas de detención de la transferencia 
detienen la translocación y la proteína se 
transfiere lateraímente al interior de la 
membrána mitocondrial interná. 


les de un complejo Tim diferente, el complejo Tím22. Estas proteínas Tím pe¬ 
queňas (denominadas proteínas «tiny Tim») funcionan como chaperonas y 
como transportadoras que escoltan proteínas hasta Tim22, A continuacion, es¬ 
tas proteínas son parcíalmente translocadas a través de Tím22 ? antes de que 
se n a l es internas de detención de la transferencia causen su salida lateral del 
poro de Tim22 y su tnserción en ta membráne interná. 

Otras proteínas con destino en ía membrána externá, interná o el espacio 
intermembrana poseen tanto una seňal presecuencia como una secuencia de 
seňal interná. Puesto que contienen presecuencias, estas proteínas son reco¬ 
nocidas por los receptores Tom20 y Tom22 en la membrána externá y translo¬ 
cadas porla membrána interná a través del complejo Tim23 (Ftg. 10.6), Algunas 
Cle estas proteínas salen lateralmente del complejo Tom a la membrána exter¬ 
ná; otras pasan a través de la membráne externá pero permanecen en el espa¬ 
cio intermembrana en lugar de penetrar en Tim23, Otras proteínas destínadas 
al espacio intermembrana. además de algunas proteínas de la membráne inter¬ 
ná, son transportadas en primer lugar a través de la membráne interná a la 
matriz mitocondrial. A continuación, son marcadas para su posterior transporte 
con una segunda seňal que se descubre tras la eliminaclón de la presecuencia 
en la matriz. Esta segunda seňal ías dirige a una tercera translocasa, Oxal, 
donde pasan al interior al espacio intermembrana o son detenldas en su tránsito 
por seňales de detención de la transferencia e insertadas en la membráne inter¬ 
ná, Oxal estambién la translocasa para aquellas proteínas intermembrana y de 
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Medicína molecular 


Enfermedades de las mitocondrias: neuropatía 
óptica hereditaría de Leber 


La enfermedad 

La neuropatía óptica hereditaría de 
Leber (NOHL) es una enfermedad 
hereditaría poco frecuente que causa 
ceguera corrio consecuencia de la 
degeneracíón del nervio óptico. La 
pérdída de fa visión suele ocurrir 
entre los 15 y los 35 aňos, y 
generaimente es la única 
manifestación de la enfermedad. No 
todos los indíviduos que heredan fos 
defectos genéticos responsables de 
la NOHL desarroitan la enfermedad, 
y ésta afecta con menor freccencia a 
las mujeres que a los hombres. Esta 
tendencia a afectar a los hombres 
podría sugerír que la NOHL es una 
enfermedad ligada al cromosoma X. 
Sšn embargo, esto no es asi, ya que 
los hombres nunca transmiten la 
NOHL a su descendencla. Por el 
Gontmrío, la NOHL siempre es 
transmitída por la madre. Esta 
característica concuerda con una 
herencta de i a NOHL cítoplásmica en 
lugar de nuclear, ya que el 
citopfasma de los óvulos fecundados 
procede casi porcompfeto del oocito. 

Bases moleculares 
y celulares 

En 1988 Douglas Wallace y sus 
colaboradores tdentificaron una 
mutación en el ADN mitocondríal de 
los pacientes con NOHL. Esta 
mutación (en el par de bases 
11.778) afecta a una de las 
subunidades del complejo I de la 
cadena de transporte de electrones 
(NADH deshídrogenasa), y causa la 
sustitución de una histidina por una 
arginina. La mutación 11.778 es 
responsable de cerca de la mitad de 
todos fos casos de NOHL, Otras tres 
mutaciones del ADN mitocondrial 
han sido tambión identificadas como 
causas primarias de la NOHL. Dos 
de estas mutaciones afectan a otras 
subunidades del complejo L 
míentras que la tercera afecta al 
citocromo b, que es un componente 
del complejo III (véase Fig.}* En 
total f estas cuatro mutaciones son 
responsables de más del 80 % d e 
fos casos de NOHL, Una quinta 
mutación (en el par de bases 
1 4.459 } t que afecta a una subunidad 
del complejo I, puede producir 
NOHL o enfermedades musculares. 


Las mutaciones que producen la 
NOHL disminuyen la capacidad de 
las mitocondrias para ilevar a cabo 
la fosforiiación oxidativa y generar 
ATP. Esto tiene su efecto principál 
en aquellos tejidos que son más 
dependientes de la fosforiiación 
oxidativa, por lo que las alteraciones 
en los componentes de las 
mitocondrias darán lugar a 
manifestacionescfínícas en órganos 
específicos, en vez de a una 
enfermedad sistémica. El sistema 
nervioso centra! (incluyendo el 
cerebro y el nervio óptico) es muy 
dependiente del metabolismo 
oxidativo, por ío que concuerda que 
la ceguera sea la principál 
manifestación cfínica debida a las 
mutaciones del ADN mitocondrial 
responsables de la NOHL. 


Como ya se ha mendonado, la 
herenda de mutaciones de la NOHL 
no siempre conduce al desarrollo de 
la enfermedad; sólo alrededor del 
10 % de las mujeres y el 50 % de los 
hombres que poseen una mutación 
sufren la pérdída de la visión, Un 
facto r que puede contnbuir a esta 
haja incidencía de la enfermedad 
entre los portadores de las 
mutaciones de la NOHL es que cada 
célula contiene miles de copias del 
ADN mitocondrial, que pueden estar 
presentes en una mezcla de 
mitocondrias mutantes y normaíes, 
Estas mitocondrias se distribuyen 
de manera afeatoria a las células 
hljas en ia divísíón ceJular, por lo que 
la población de mitocondrias puede 
cambiar a medida que las células se 
dividen, dando lugar a células que 
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Enfermedades de las mitocondrias: neuropatia óptica hereditaría de Leber (continuaciôn) 


contienen proporciones mayores o 
menores de orgánulos mutantes. 
Sin embargo, muchos tndividuos 
que portan predominantemente 
ADNs mitocondriaies mutantes 
tampoco desarroflan ia enfermedad. 
Por lo tanto, parece que otros 
factores genéticos o ambientales, 
que aún no han sido identificados, 
desempeňan un papel sígnificativo 
en el desarrollo de la NOHL. 

Prevención y tratamiento 

La šdentificación de las mutaciones 
del ADN mitocondrial responsables 
de la NOHL permite el diagnóstico 
moiecular de la enfermedad, el cuaí 
puede ser importante para 
establecer un diagnóstico definitíve 
de los pacientes sin antecedentes 
familäares* Sin embargo, la 
detección de mutaciones en el ADN 
mitocondrial es de escaso valor 
para localízar a los miembros de las 


familias afectadas o para una 
planíficación familiar Esto 
contrasta con la utilidad para 
detectar mutaciones congénitas de 
los genes nucleares, donde el 
análisis moiecular puede 
determinar si un miembro de la 
família o un embrión ha heredado 
un alelo mutante o normál. En la 
NOHL ŕ sín embargo, las mitocondrias 
mutantes están presentes en un 
número eievado y son transmitídas 
por vía materna a todos los 
descendientes. Como ya se ha 
dicho, no todos los descendientes 
desarrollan la enfermedad, pero 
esto no puede predecirse mediante 
el análisis genético. 

E í hallazgo de que la NOHL está 
producida por mutaciones del ADN 
mitocondrial hace pensar en el 
potencia! de nuevos tratamientos. 
Una aproximación es el tratamiento 
metabólíco dirigido a mejorar la 


fosforilación oxidativa mediante la 
administración de sustratos o 
cofactores de la vía de transporte 
de electrones, como succinato o 
coenztma Q. Otra posibilidad que 
se ha considerado para el 
tratamiento de la NOHL es la 
terapia génica mediante la que se 
coiocarŕa un alelo de un gen nomnal 
en el núcleo, Se ahadiría una seňal 
apropiada para dirigir el producto del 
gen a la mitocondria, donde podría 
sustituir a la proteína codificada por 
la mitocondria defectuosa, 
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Figúra 10.6 

Distribución de proteínas que contie¬ 
nen presecueneias a los distintos com- 
partimeníos mitocondriales. Las pro- 
teínas mitocondriales con presecueneias 
N-terminales puede n ser intemalizadas en 
la membrána externá, la membráne inter¬ 
ná o el espacio intermembrana. Las prese- 
cuencias de estas proteínas son reconoci- 
das por receptores Tom20 y Tom22 y 
transferidas a Tom40, Las proteínas desti- 
nadas a la membráne externá detienen la 
translocación en el complejo Tom4Q y pa¬ 
ša n lateralmeňte al ínterior de la membrá¬ 
na. Algunas proteínas destinadas al espa¬ 
cio intermembrana son translocadas a 
través de Tom40, pero permanecen en el 
espacio intermembrana en lugar de inte- 
raccionar con el complejo Tim23. Otras 
proteínas son transferidas a través de 
Tim23 a la matriz mitocondrial. La elimina- 
ción de fa presecuencia en el interior de la 
matriz deja expuesta una segunda senát 
quedirigea estas proteínas de nuevo a la 
membrána interná o el espacio intermem¬ 
brana a través del poro de translocación 
Oxal. 
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Figúra í 0.7 

Estructura de ta cardioiipína. La eardio- 
lipina es un fosfolípido «doble» poco fre- 
cuente, que se encuentra prindpalmente 
en la membrána mitocondría! interná. 
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la membrána interná eodificadas por el genoma mitocondrial, que son sintetiza- 
das en los rlbosomas mitocondriales de ia matriz. 

No sólo las proteínas, sino también los fosfolípidos de las membranas mito- 
condriales son importadosdesde el citosoi. En las célufasanimafes, la ťosfatidil- 
colina y la fosfatidiletanolamina se sintetizan en el RE y se transportan a las 
mitocondrías mediante proteínas de transferenda de fosfolípidos, que ex- 
traen molécuJas aísladas de fosfolípidos de la membrána del RE. Entonces el 
lípido puede transportarse a través del ambiente acuoso del citosoi. protegido 
por el sítío de unión hidrofóbico de la proteína, y Iŕberarse cuando el complejo 
Hegá a una nueva membrána, como la de las mitocondrías. Las mitocondrías 
sintetizan fosfatidílserina a partir de fosfatidiletanolamina, y además catalizan fa 
síntesis del fosfolípido poco frecuente cardiofipina, que contíene cuatro cade~ 
nas de ácidos grasos (Fíg. 10.7). 


Mecanlsmo de la fosforilación oxidativa 

La mayor parte de la energia utilizable obtenida de la degradación de los hidratos 
de carbono o de las grasas, deriva de Ja fosforilación oxidativa que tiene lugar en 
el interíor de la mítocondria, Por ejempío, la degradación de la glucosa mediante 
la glicóíisís y el delo del ácido cítrico rinde u n total de cuatro moléculas de ATP, 
diez moléculas de NADH, y dos molécuías de FADH 2 {véase Cap, 2). Los electro- 
nes del NADH y del FADH ? son transferidos después al oxígeno molecular, lo cual 
está acoplado a la formación de 32 a 34 moléculas adicionales de ATP mediante la 
fosforilación oxidativa, Ei transporte de electrones y la fosforilación oxidativa son 
actividades críticas de los complejos de las proteínas de la membrána mitocondrial 
interná, que puede considerarse como la fuente principál de energia celular. 

Cadena de transporte de electrones 

Durante la fosforilación oxidativa los electrones derivados del NADH y FADH 2 
se combinan con el 0 2 , y la energia iiberada de estas reacciones de oxidación/- 
reducción es utílizada para dirigir ta síntesis de ATP a partir deí ADP. La transfe- 
rencia de electrones desde ef NADH al 0 2 es una reacción que desprende mu- 
cha energia, con una A G = -52,5 kcai/mot por cada par de electrones 
transferidos. Para poderse utilizar, esta energia debe producírse graduaimente, 
mediante el paso de los electrones a través de una šerie de transportadores que 
constituyen la cadena de transporte de electrones. Estos transportadores es- 
tán organizados en cuatro complejos en la membrána mitocondrial interná. Un 
quinto complejo de proteínas sirve después para acoplar las reacciones del 
transporte de electrones, productoras de energia, a la síntesis de ATP. 

Los electrones del NADH enfran en la cadena de transporte de electrones en el 
complejo I, constituído aproximadamente por 40 cadenas polipeptidicas (Fig. 10.8) 
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Figúra 10.8 

Transporte de electrones desde el NADH. 
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EI complejo IV transfiere 
los electrones af oxígeno 
molecular 
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Los electrones se trans- 
íieren a continuación al 
citocromo c, una proteina 
periférica de membrána, 
que transporta los 
electrones al complejo IV 


el 


Las transferencias d e electrones en los 
complejos L III y IV llevan asociadas una 
disminución de la energia libre, que se 
utiliza para bombear protones desde f a 
matriz hasta el espacio intermembrana. 
Esto esiablece un gradiente de protones 
a través de la membrána interná. La 
energia almacenada en el gradiente de 
protones se utiliza a continuación para 
dirigir ta síntesis de ATP, a medida que se 
produce un ílujo de retorno de los 
protones a la matriz a través dei complejo V 

■ fäam . i • 


Espacio 

intermembrana 


Los electrones después 
se transfieren al coenzima 
Q r que lleva los electrones 
por la membrána hasta 
el complejo III 


Los pare s de electrones 
entran en la cadena de 
transporte de electrones 
en el complejo t, 
precedenie s del NADH 


Matriz 




Estos electrones prímero se transfieren desde el NADH a un mononueleótido de 
tlavina, y después, a través de un transportador de hierro-azufre, a la coenzima Q 
—un proceso que desprende energia con una AG = -16,6 kcal/mol—. La coen¬ 
zima Q (tambíén denomínada ubiquinona) es una molécula pequeňa, liposolu- 
ble, que transporta los electrones desde el complejo l Ť a través de la membrána, 
hasta el complejo III, que está consíítuído aproximadamente por 10 polipéptidos. 
En el complejo 111 los electrones se transfieren desde el citocromo b al citocromo c 
—una reacción que libera energia con una AG ŕ = —10,1 kcal/mol—. El citocro 
mo c, una proteína de membrána periférica, unida a la čara externá de la mem¬ 
brána interná, transporta a continuación los electrones al complejo IV (citocromo 
oxidasa), donde finalmente son transferidos al 0 ? (AG = -25,8 kcal/mol). 

Un complejo de proteínas diferente (complejo II), constituido por cuatro polí- 
péptidos, recibe los electrones del succinato, que es un producto Intermediarío 
del ciclo del ácido cítrico (Fíg, 10,9), Estos electrones son transferidos al 
FADH 2 , en lugar de al NADH, y después a la coenzima Q. Desde la coenzima Q 
los electrones se transfieren al complejo III y después al complejo IV, como ya 
se ha deserito. A diferencia de la transferencia de electrones desde el NADH a la 
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Citosol 


Espacio 

ŕntermembrana 


Figúra 10.9 

Transporte de electrones desde el 
NADH Z . Los electrones procedentes de! 
succinato entran en ia cadena transporta- 
dora de electrones a través del FADH 2 en 
el complejo IL A continuacíón son transťe- 
ridos al coenzima Q y transportados a fo 
largo del resto de ia cadena transportado- 
ra de electrones como se describió en la 
Figúra 10.8. La transferencia de electro¬ 
nes desde e! FADH a a la coenzima Q no 
lleva asociada una disminueión significati- 
va de la energia libre, por lo que en el 
complejo II no se bombean protones a tra¬ 
vés de la membrána. 


coenzima Q en el complejo I, la transferencia de electrones desde el FADH,, a 
la coenzima Q no lleva asociada una disminueión significativa de ta energia 
libre, por lo que no está acoplada a la síntesis de ATP, Por lo tanto, el paso de 
los electrones derivados del FADH 2 a través de la cadena de transporte de 
electrones sólo rinde energia libre en los complejos IFI y IV. 

La energia libre derivada del paso de electrones a través de los complejos l Ť 
III, y IV se obtiene al acoplarse con la síntesis de ATP. Es ímportaníe destacar 
que el mecanismo por el que la energia derivada de estas reaccíones de trans- 
porte de electrones se acopla a la síntesis de ATP, es fundamentalmente dife- 
rente de la síntesis de ATP durante la glicólisis o el ciclo del ácldo citríco. En 
estos últimos. un fosfato ríco en energia se transfíere directamente al ADR des- 
de otro sustrato, en una reacción que tibera energia. Por ejemplo, en la reacción 
final de la glicólisis, el fosfato rico en energia del fosfoenolpiruvato es transferi- 
do al ADP ? dando lugar a piruvato más ATP (véase Fig. 2.32). Esta transferen¬ 
cia directa de grupos fosfato de aíta energia no tiene lugar durante el transporte 
de electrones. En su lugar, la energia derivada del transporte de electrones estä 
acoplada a la generación de un gradiente de protones a través de la membrána 
mitocondria! interná. La energia potencia! almacenada en ešte gradiente se od¬ 
tiene mediante un quinto complejo proteínico que acopla el flujo, energética- 
mente favorable, de los protones a través de la membrána, a la síntesis de ATP 


I Succinato 


Matriz 


A copla m i en to q u i m iosmó ti c o 

El mecanismo de acoplamiento del transporte de electrones a la generación de 
ATP. el acoplamiento quimíosmótico. es un ejemplo significativo de la rela- 
ción entre estructura y función en la biológia celular. La hipótesis del acopla- 
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miento quimiosmótico fue propuesta por primera vez en 1961 por Peter Mitchell, 
quien sugirió que el ATP se genera utilizando la energia almacenada en forma 
de un gradiente de protones a través de las membranas biológicas, en lugar de 
por una transferencia quimica directa de grupos ricos en energia. Inicialmente, 
los bioquímicos fueron muy escépticos con ešte planteamiento, y la hipótesis 
químiosmótica tardó más de una década en ganar la aceptación generál de la 
comunidad cientffica. Sin embargo, con el tiempo se acumuló una evidencia 
abrumadora a su favor, y actualmente el acoplamiento quimiosmótico se recono- 
ce como un mecanismo generál de generación de ATP, que interviene no sólo en 
las mitocondrias sino también en los cloroplastos y en las bacterias, donde se ge¬ 
nera ATP mediante un gradiente de protones a través de la membrána plasmática. 

El transporte de electrones a través de los complejos I, III y IV está acoplado 
al transporte de protones fuera del interior de la mitocondria {véase Fig. 10,8). 
Por lo tanto, las reacciones del transporte de electrones que liberan energia están 
acopladas a la transferencia de protones desde ta matriz al espacio intermembra- 
na, lo que establece u n gradiente de protones a través de la membrána interná. 
Los complejos I y IV parece que actúan como bombas de protones, que tranfieren 
protones a través de la membrána como consecuencia de cambios conformacio- 
nales inducidos por el transporte de electrones. En el complejo III, los protones 
son transportados a través de la membrána mediante la coenzima Q, que acepta 
protones de la matriz en los complejos I y II y los libera en el espacio intermem¬ 
brana en el complejo III. Los complejos I y III transfieren cuatro protones cada uno 
a través de !a membrána por cada par de electrones. En el complejo IV, por cada 
par de electrones se bombean dos protones a través de la membrána y otros dos 
protones se combinan con el 0 2 para formar H 2 0 en la matriz, Asi, en cada uno de 
estos tres complejos, se transporta fuera de la matriz mítocondrial el equivalente de 
cuatro protones por cada par de electrones, Esta transferencia de protones desde 
la matriz al espacio intermembrana desempeňa el papel lundamental de convertir 
la energia derivada de las reacciones de oxidación/reducción del transporte de 
electrones en la energia potenciál almacenada en un gradiente de protones. 

Debido a que los protones son partícuias cargadas eléctricamente, la ener¬ 
gia potenciál almacenada en el gradiente de protones es de naturaleza tanto 
eléctrica como quimica. E! componente eléctrico corresponde a la diferencia de 
voltaje a través de la membrána mítocondrial interná, siendo la matriz de la 
mitocondria negatíva y el espacio intermembrana positivo. La energia libre co- 
rrespondiente viene dada por la ecuación 


AG = -Fl\V 


donde F es la constante de Faraday y A V es el potenciál de membrána. La 
energia libre adicional que corresponde a la diferencia en la concentración de 
protones a través de ta membrána, viene dada por la ecuación: 

donde [H + ], y [bľ] 0 se refieren a la concentración de protones dentro y fuera de la 
mitocondria, respectivameníe. 

En las células metabólicamente activas, los protones son bombeados fuera 
de la matriz de tal manera que e! gradiente de protones a través de la membra- 
na interná corresponde aproximadamente a una unidad de pH, o a una concen- 
tracíón de protones en el interior de la mitocondria diez veces menor (Fig. 10.10). 
Por lo tanto, el pH de la matriz mítocondrial es aproximadamente 8, comparado 
con e! pH neutro (aproximadamente 7) del citosol y del espacio intermembrana. 
Ešte gradiente también genera un potenciál eléctrico de aproximadamente 
0,14 V a través de la membrána, siendo la matriz negatíva. Tanto el gradiente 
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Experimento clave 

jL 

Teória quimiosmótica 


Acoplamiento de la fosfonlación a la transferencia de electrones e 
hidrógeno medíante un mecanismo de tipo quimíosmótico 

Peter Mitchel! 

Uníversity of Edinburgh, Edinburgh, Scotland 
Náture, 1961, Voláme 191, págs. 144-148 


Contexto 

En los anos 50 ya se había 
establecido claramente q ue en la 
fosforilación oxidativa íntervenŕa la 
transferencia secuencial de 
electrones a través de una šerie de 
transportadores hasta el oxígeno 
molecular Pero permanecía siendo 
un misterio cómo se convertía en 
ATP la energia derivada de estas 
reaccíones de transferencia de 
electrones. Lo más obväo era 
pensar que el ADR se convertía en 
ATP medíante la transferencia 
directa de grupos fosfato ricos en 
energia desde algún otro 
intermediano, como se sabía que 
ocurría durante la glicóltsis, Asi, se 
postuló que se producían 
intermediarios ricos en energia 
como consecuencia de las 
reaecíones de transferencia de 
electrones, y que estos 


intermediaríos posteriormente 
dírigían la síntesís de ATP 
mediante la transferencia del grupo 
fosfato. 

La búsqueda de estos 
intermediarios ricos en energia se 
convirtió en u no de los objetivos 
fundamentales de la investigación 
durante los aňos 50 y 60. Pero a 
pesar de muchas primiešaš falsas, 
no se encontraron tales 
intermediaríos. Además, había 
varios aspectos de la fosforilación 
oxidativa que eran difíciles de 
encajar con la hipótesis ortodoxa 
de que la síntesís de ATP estaba 
dirigida simplemente por la 
transferencia de un grupo fosfato. 
Concretamente T ta fosforilación 
estaba estrechamente asociada a 
las membranas y se inhibía por 
diversos compuestos que alteraban 
la estructura de la membrána. 


Estas consideraciones llevaron a Peter 
Mltchell a proponer un mecamsmo 
fundamentalmente diferente de 
acoplamiento energético, en el que la 
síntesís de ATP estaba dirigida por un 
gradienfe eiectroquímico a través de 
una membrána en iugar 
de por los intermediarios ricos en 
energia buseados por otros 
investigadores, 

Experimentos 

La propuesta fundamental de la 
hipótesis quimiosmótica era que el 
«Íntermediario» que acoplaba el 
transporte de electrones a la síntesis de 
ATP era un gradiente eiectroquímico de 
protones a través de la membrána, 
Mitchel f postuló que tal gradiente estaba 
producido por el transporte de 
electrones, y que el flujo retrógrado de 
los protones a través de la membrána en 
la direccíón energéticamente favorabte 
se acoplaba a la síntesís de ATP (véase 
el gráfico), 

La hipótesis del acoplamiento 
quimiosmótico explícaba claramente la 
falta de éxito en la identificación de un 
intermediano químico ríco en energia. 


Figúra 10.10 

Naturaleza electroquimica del gradien¬ 
te de protones, Debido a que los proto¬ 
nes están cargados positlva meňte, el gra- 
díente de protones que se estabiece a 
través d e la membrána mitocondrial inter¬ 
ná tiene un componente tento químico 
como eléctrico, El componente químico es 
el gradiente de la concentración de proto¬ 
nes, o de pH, que se corresponde con una 
concentración de protones aproximada- 
mente díez veces superior en el lado eito- 
sólico de la membrána mitocondrial inter¬ 
ná (una diferencia de una unidad de pH). 
Además, hay un potencia! eléctrico a tra¬ 
vés de la membrána, debido al incremen- 
to neto de fa carga positiva en el lado cito- 
plásmico. 
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Teória quimiosmótica (contfnuación) 



Representaciún de Mitchell del acoplamien- 
to quimiosmótico erttre u n sistema de trans¬ 
porte de electrones (en la parte superior) y 
un sistema generador de AT P (en ta parte 
inferior) en una membrána (M) que delím i ta 
una fase acuosa L en un medio acuoso R, 


asi como el hecho de que se 
necesitaran las membranas 
iníactas para la síntesis de ATP. Es 
más, fue un concepto radical que 
se enfrentó al dogma bioquímíco de 
la época, En uno de los ultimos 
párrafos del artículo de 1961 , 
Mitchell asumió una vísíón filosófíca 
de su propuesta revolucíonarla: 

En ías ciencias exactas , causa y 
efecto no son más que 
a coniedmien tos secuenclales* 
Acíuafmente los bioquímicos 
aceptan la idea de que el 
metabolismo es la causa dei 
transporte de membrána. La 
tesis subyacente a la hipótesis 


formufada aquf es que si los 
procesos que llamamos 
metabolismo y transporte 
representan acontecimientos en 
una secuencia , el metabolismo 
no sólo puede ser la causa del 
transporte sino que también el 
transporte puede ser ia causa del 
metabolismo. 

Im pac to 

La hipótesis de Mitchell fue acogida 
con escepticismo y fue objete de un 
agrio debate durante más de una 
década, Sín embargo, la gran 
cantidad de evídencias que 
apoyaban esta hipótesis, obtenidas 
por Mitchell y sus colaboradores 
asi como por otros investigadores, 
fínatmente condujeron a la 
aceptación generál de la hipótesis 
quimiosmótica —conocida a partii 
de entonces como teória 
quimiosmótica. Ahora es aceptada 
no sóto como la base para la 
generación de ATP durante la 
fosforilacíón oxidativa y la 
fotosíntesis en bacterias, 
mitocondrias y cloroplastos, sino 
también para el transporte 
dependiente de energia de 
diversas moléculas a través de las 
membranas celulares. 

El trabajo de Mitchell fue 
reconocido con el Premio Mobe! en 
1978. La conferencia que 
pronunció en esa ocasión 
comenzaba de la siguiente manera: 
Aunque me hubiera 



Peter Mitchell 


gustado que el fundamente 
quimiosmótico del metabolismo 
vec tória! y de la transferencia de 
energia bioíôgica Ifegara a ser 
algun día generalmente aceptado, 
hubiera sido presuntuoso por mi 
parte esperar que eso ocurriera. 
iNo fue Max Píanck quien comentó 
que una idea cientfflca nueva no 
triunfa porque convence a sus 
oponentes, sino porque sus 
oponentes se acaban muriendo? El 
hecho de que lo que empezó 
llamándose la hipótesis 
quimiosmótica haya sido ahora 
proclamado como la teória 
quimiosmótica ... me ha 
sorprendido y me ha encantado , 
particularmente porque aquéllos 
que fue r on anteriormente mis 
oponentes más competentes aún 
están en la etapa más importante 
de sus vidas científicas. 


de pH como el potencia! eléctrico dirtgen el flujo de protones desde el citosol de 
vuelta a la matriz, por lo que su combinacíón supone un gradiente electroquí- 
mico a través de la membrána mitocondrial interná, con una A G correspondien- 
te de alrededor de -5 kcal/mol por protón. 

Debido a que la bicapa fosfolipídica es impermeable a los iones, los proto¬ 
nes sólo pueden atravesar la membrána a través de un canaí de proteínas. Esta 
restricción permite aprovechar la energia del gradiente electroquimico y que sea 
convertida en ATP, mediante la acción de! qusnto complejo que interviene en la 
fosforilacíón oxidativa, el complejo V, o ATP sintetasa (véase Fig. TO.8). La ATP 
sintetasa está constituida por dos componentes estructural meňte diferentes, F 0 y 
F,, que estän unidos por un tallo estrecho (Fig. 10.11). La porción F 0 atraviesa la 
membrána interná y proporciona un cana! a través del cual los protones fluyen de 
vuelta desde el espacio intermembrana a la matriz El retomo energéticamente 
favorable de los protones a la matriz está acoplado con la síntesis de ATP me¬ 
diante ta subunidad F v que cataliza la sintesis de ATP a partír de ADP e iones 
fosfato (P,). Estudios estructurales detallados han establecido el mecanismo de 
acción de la ATP sintetasa, que implica el acoplamiento mecánico entre tas šubu- 
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Figúra 10.11 

Estructura de la AT P sintetasa. La ATP sintetasa mítocondrial (complejo V) está consti- 
tuida por dos subunidades. F 0 y F,, que están unidas por un talto estrecho. F 0 atraviesa la 
bicapa lipŕdica, formando un canal a través del cual los protones pueden atravesar la 
membráne. F t aprovecha la energia libre derivada del flujo de protones a lavór del gra- 
dlente electroquímico, catalizando la sintesis de ATP. 


nidades F 0 y F,. Concretamente, el flujo de protones a través de F 0 determina la 
rotación de F, que actúa como un motor de rotación que dirige la sintesis de AIR. 

Parece que se requiere el flujo de vuelta a través de la membrána de cuatro 
protones a través de F 0 para dirigir la sintesis de una molécula de ATP por F Tt lo 
que concuerda con que cada una de las transferencias de protones en los com- 
plejos I III y ÍV. contribuye con la suficiente energia libre al gradíente de proto¬ 
nes como para dirigir la sintesis de una molécula de ATP. De esta manera, la 
oxidación de una molécula de NADH da fugar a la sintesis de tres moléculas de 
ATP, míentras que la oxidación de FADFF, que entra en la cadena de transporte 
de electrones en ei complejo II, genera sólo dos moléculas de ATP. 


Transporte de metabolitos a través de la membrána interná 


Además de dirigir la sintesis de ATP, la energia potenciál almacenada en el 
gradíente electroquímico dirige el transporte de moléculas pequeňas dentro y 
fuera de la mitocondria. Por ejemplo, el ATP sintetizado en las mitocondrias 
tiene que ser exportado al citosol, mientras que el ADR y el P„ tienen que ser 
ímportados desde el citoplasma para que continúe la sintesis de ATP. El gra- 
diente electroquímico generado por ei bombeo de protones proporciona ta ener¬ 
gia requerida para el transporte de estas moléculas y de otras metabolitos que 
se necesitan en las mitocondrias {Fig. 10.12), 

El transporte de ATP y ADP a través de la membrána interná está mediado 
por una proteŕna integrál de membrána, e! transportador de nucleótidos de ade- 
nina, que transporta una molécula de ADP al ínterior de la mitocondria a cambio 
de una mofécula de ATP transferida desde la mitocondria al citosol. Debido a 
que el ATP tiene una carga negatíva mayor que el ADP (-4 en comparación con 
”3), ešte intercambio está dirigido por el componente eléctrico del gradíente 
electroquímico, Puesto que el gradíente de protones establece una carga positi- 
va en el lado citosólico de la membrána, el intercambio de ATP por ADP es 
energétieamente favorable, 

Además de ADP, la sintesis de ATP en la mitocondria también requiere 
iones fosfato (P,), por lo que también debe importarse P r desde el citoplasma. 
Esto lo realiza otra p rote i na transportadora de membrána, que importa fosfato 
(H 2 P0 4 ) y exporta iones hidroxilo (OH ). Ešte intercambio es eiéctricamente 
neutro porque tento los iones fosfato como ios iones hidroxilo tienen una carga 
de -1. Sin embargo, ei intercambio está dirigido por el gradíente de la concen- 
tracíón de protones; el pH más elevado en e! ínterior de las mitocondrias se 
corresponde con una mayor concentración de iones hidroxilo, lo que favorece 
su translocación al lado citosóiico de ia membráne. 

La energia del gradíente electroquímico se utŕliza de forma similar para diri- 
gir el transporte de otras metabolitos al interior de fas mitocondrias, Por ejem¬ 
plo, el transporte de piruvato desde el citoplasma (donde se pradúce por la 
glicólísis) aí interior de la mitocondria está mediado por un transportador que 
intercambia piruvato por iones hidroxilo. Otras intermediarios del ciclo del ácido 
cítricG son capaces de ir y venir entre las mitocondrias y eJ citosol mediante 
mecanismos de intercambio similares. 
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Ftguľä 10,12 

Transporte de metabolitos a través de 
la membrána interná mitocondrial. El 

transporte de moléculas pequeňas a travás 
de la membrána interná mitocondrial esta 
mediado po r p rote í na s transportadora s 
que atraviesan la membrána y está dirigido 
por el gradiente eleclroquimico. Por ejem- 
pío, el AT P es exportado desde las mito- 
condrias al citosol mediante u n transporte- 
dor que lo tntercambia por ADP. El 
componente eléctrico del gradiente elec¬ 
troquímico dirige ešte íntercambio: el ATP 
tiene una mayor carga negativa (-4) que et 
ADR (-3) r por lo que el ATP es exportado 
desde la matriz mitocondrial al citosol 
mientras que el ADP es importado a la mi- 
tocondria. Por el conlrario, el transporte de 
fosfáte (P) y de piruvato está acoplado a un 
intercambio de lones hidroxilo (OH ); en 
ešte caso el componente de pH del gradien¬ 
te electroquímico dirige la exportado n de 
iones hidroxilo, acopiada al transporte de P, 
y piruvato al interior de las mitocondnas. 


Cloroplastos y otros plástidos 

Los cloroplastos r los orgánulos responsables de la fotosintesis, son simílares 
a las mítocondrias en muchos aspectos. Tanto los cloroplastos como las mito- 
condrias tíenen como función generar energia metabólica, evolucionaron me¬ 
diante endosimbiosís, contienen su propio sistema genético, y se replican por 
división. Sin embargo, los cloroplastos son más grandes y más complejos que 
las mítocondrias, y desempeňan varias funciones erítieas además de generar 
ATP. Los cloroplastos son responsables de la conversión fotosintética de CO-, 
en carbohídratos. Además, los cloroplastos sintetizan aminoácidos, ácidos gra- 
sos, y los componentes lípídícos de sus propias membranas. En los cloropastos 
también tiene lugar la reducción de nítrito {NO ? ") a amoníaco (NH 3 ), una etapa 
esencial en Sa incorporacíón de nitrógeno a los compuestos orgánicos. Es más, 
los cloroplastos son sólo u no de los diferentes tipos de orgánulos relacionados 
(plástidos) que desempeňan diversos papeles en las células vegetales 

Estructura y función de los cloroplastos 

Los cloroplastos de las plantas son orgánulos grandes {5 a 10 ;;m de longitud) 
que t como las mítocondrias, están delimitados por una doble membrána deno- 
minada la envuelta del cloroplasto (Fíg, 10.3). Además de las membranas inter¬ 
ná y externá de la envuelta, los cloroplastos tienen un tercer sistema de mem¬ 
branas interne, denominado la membrána del tilacoide. La membrána del 
tilacoide forma una red de discos aplanadosdenominadostilacoides, que sue- 
len estar organizados en apilamientos denominados grana, Debido a esta es- 
tructura de membrána triple, la organización interná de los cloroplastos es más 
complejaque la de las mítocondrias. Concretamente, sus tres membranas diví- 
den a los cloroplastos en tres compartimentos ínternos diferentes: {1) el espacio 
intermembrana entre las dos membranas dela envoltura del cloroplasto; (2) el 
estroma, que se díspone dentro de la envuelta pero por fuera de la membrána 
del tilacoide; y (3) la luz del tilacoide. 

A pesar de su mayor complejidad, las membranas de los cloroplastos tienen 
simílitudes funcionales claras con las de las mítocondrias —como era de esperar, 
dado el papel de ambos orgánulos en la generación qušmiosmótica de ATP—, 
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Espacio intermembrana 


Figúra 10.13 

Estructura de un cloroplasto. Aderriäs de las mem- 
branas interná y externá de la envuelta, los cloroplas- 
tos contienen u n tercer sistema de membranas inter- 
na s; la membrána deí tiiacoide. Estas membranas 
dividen a los cloroplastos en tres compartŕmentos in- 
ternos. (Microfotografía electrónica per E,H. Newcom- 
be/Biological Photo Service,} 
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La membrána externá de la envuelta del cloroplasto, como la de la mitocondria, 
contiene porinas y por tanto es permeable a las moléculas pequeňas, Por el 
contrarto, la membrána interná es impermeable a iones y a metabofitos, que 
sólo podrán entrar en los cloroplastos a través de transportadores especificos 
de membrána, Estas propíedades de las membranas interná y externá de la 
envuelta del cloroplasto son símilares a las de las membranas interná y externá 
de las mitocondrias: en ambos casos la membrána interná restringe el paso de 
moléculas entre el citosol y el interior del orgánulo, El estroma del cloroplasto 
también equivale funcionalmente a la matriz mitocondrial: contiene el sistema 
genético del cloroplasto y diversas enzimas metabólicas, incluyendo las respon- 
sables de la conversión crŕtica de C0 2 en carbohidratos durante la íotosíntesis. 

La principál diferencia entre los cloroplastos y las mitocondrias, tanto en tér- 
minos de estructura como de función, es la membrána del tiiacoide, Esta mem¬ 
brána tiene una importancia fundamental en los cloroplastos, donde realiza el 
pape! de la membrána mitocondrlai interná en el transporte de electrones y en ia 
generación quimiosmótica de ATP (Fig, 10,14). La membrána interná de la en¬ 
vuelta del cloroplasto (que no está plegada en crestas) no participa en la foto- 
síntesis. En su lugar, el sistema de transporte de electrones del cloroplasto se 
localiza en la membrána del tiiacoide, y los protones son bombeados a través 
de esta membráne desde el estroma hacia la luz del tiiacoide. El gradiente elec- 
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Figúra 10.14 

Generación quimiosmótica de ATP en 
los cloropiastos y en las mitocondrias. 

En las mitocondrias, el transporte de elec- 
trones genera un gradiente d e protones a 
través de la membrána interná, que se uli- 
liza para dirigir la síntesis de ATP en la 
matriz. En los cloropiastos, el gradienle de 
protones se genera a través de la mem¬ 
brána del tilacoide y se utiliza para dirigir 
la síntesis de ATP en el estroma. 



Cloroplasto 


Membrána Luz del 

del tilacoide tilacoide 


troquímico resultante dírige la síntesis de ATP a medida que los protones retor- 
nan hacia el estrorma. Por lo tanto, en cuanto a su papel en la generación de 
energia metabólica, la membrána del tilacoide de los cloropiastos equivale a la 
membrána interná de las mitocondrias. 

Genoma del cloroplasto 

Al igual que las mitocondrias, los cloropiastos contienen su propio sistema gené- 
tico, lo que refleja su origen evolutivo a partir de bacterias fotosintéticas. El geno- 
ma de los cloropiastos se parece al de las mitocondrias en que está constituido 
por moléculas de ADN circular presentes en múltiples copias en cada orgánulo. Sin 
embargo, el genoma de los cloropiastos es más grande y más complejo que el de 
ias mitocondrias, oscilando entre 120 y 160 kb y con un contenido aproximado de 
150 genes. 

Se ba seeuenciado el genoma de los cloropiastos de varias plantas, lo que 
ha permitido identificar muchos de los genes presentes en el ADN de ešte orgá¬ 
nulo. Estos genes codifican tanto ARNs como proteínas que intervienen en la 
expresión génica, asi como varias proteínas implicadas en la fotosíntesis (Ta¬ 
bla 10.2). Tanto los ARNs ríbosómicos como los de transferencia utilizados 
para la traducción de los ARNm del cloroplasto son codificados por el genoma 
del orgánulo. Estos incluyen cuatro ARNr (23S, 16S, 5S, y 4,5S) y 30 especies 
de ARNt. A diferencia de lo que ocurría con el menor número de ARNt codifica¬ 
dos por el genoma mitoeondria!, los ARNt del cloroplasto son suficientes para que 
se traduzcan todos los codones del ARNm según el código genético universal. 
Además de estos componentes de ARN del sistema de traducción, el genoma de! 
cloroplasto codifica alrededor de 20 proteínas ribosomicas, que representan 
aproximadamente un tercio de las proteínas de los ribosomas del cloroplasto. 
Algunas subunidades de la ARN polimerasa también son codificadas por los clo- 




























418 • Sección III • Estructura y función celulares 


TABLA 10.2. Genes codificados por e! ADN del cloroplasto 


Función 

Número de genes 

Genes pare el aparato genético 


ARNr (23S.16S.5S, 4,5S) 

4 

ARNl 

30 

Proteínas ríbosómicas 

21 

Subunidades d e la ARN políme rasa 

4 

Genes para la fotosintesis 


Fotosistema 1 

5 

Fotosístema H 

12 

Complejo del cltocronno bf 

4 

ATP sintetasa 

6 

Ribulosa bifosfato carboxilasa 

1 


Los análisis de la secuencia indŕcan que el genoma de los cloroplasto® contiene otros 30 genes además de los 
enumerados aquí. Algunos de estos oodŕlican proteínas implicadas en ta respiracion. pero la mayoria permanecen 
sin ser identiticados. 


roplastos, aunque otros factores y subunidades adicionales de la ARN polimera- 
sa necesarios para la expresión genética del cloroplasto se codifican en el núcleo. 

El genoma del cloroplasto tamblén codifica aproximadamente 30 proteínas 
que intervienen en la fotosíntesis, incluyendo componentes de los fotosistemas 
I y II, componentes del complejo del citocromo bĹ y componentes de la ATR 
sintetasa. Además, una de las subunidades de fa ribulosa bifosfato carboxilasa 
(rubisco) está codificada por el ADN deí cloroplasto. Rubisco es la enzima crŕth 
ca que cataliza la adíción de CO ? a la ribulosa- 1,5-bÍfosfato durante el ciclo de 
Calvin (véase Fíg. 2.39). No sólo es el principál componente de las proteínas del 
estroma del cloroplasto, sino que tambíén se considera que es la proteína más 
abundante de la Tierra, por lo que resulta notable que una de sus subunidades 
esté codificada por el genoma del cloroplasto. 

Intemalización y distribúciou de las proteínas del cloroplasto 

Aunque los clo roplastos codifican más proteínas propias que las mitocondrias. 
alrededor de 3,500 o el 95 % de las proteínas del cloroplasto las codifican los genes 
nucleares Como ocurre en las mitocondrias, estas proteínas son sintetizadas en 
los ribosomas citosólicos y después pasan al interior del cloroplasto como cade- 
nas polípeptídicas completas. Acontinuactón han de dŕstribuirse a su locallzación 
apropiada en el cloroplasto —una tarea más complicada incluso que fa dístribu- 
ctón de las proteínas en las mitocondrias, ya que fos cloroplastos contlenen tres 
membranas separadas que los divide en tres compartimentos ínternos dístintos, 

Las proteínas son dirigidas para entrar en los cloroplastos medíante unas 
secuencías N-terminales de 30 a 100 aminoácidos denominadas péptidos de 
tránsito, que dirigen el transporte de las proteínas a través de las dos membra- 
nas de la envoltura del cloroplasto, y que después son eliminadas mediante 
escisión proteolítíca (Fig. 1 0, 1 5). Un complejo guia reconoce ínicialmente a los 
péptidos de tránsito y los dírige al complejo de translocación del miembro exter- 
no del cloroplasto (el complejo Toc) s donde se unen al receptor Toči 59. A 
diferencia de las presecuencias para la intemalización mitocondrial, los pépti¬ 
dos de tránsito no están cargados positivamente y la membrána interná del 
cloroplasto no posee u n fuerte potencia! eléctrico. La intemalización d e cloro- 
plastos requiere moléculas Hsp70 para mantener a la pre-proieina en su estado 
sin plegar Además, las moléculas HspľO están unidas al complejo Toc donde 
dirigen la intemalización de proteínas mediante la hidrólisis de ATP. A! menos 
una proteína Toc ľ Toc34. une GTP t y la hidrólisis de GTP puede proporeionar 
una fuente adicional de energia para la translocación. 

Una vez que se han transportado las pre-proteínas a través del complejo 
Toc. son transferídas al complejo de translocación de la membrána interná (el 
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Figúra 10,1 5 

Internalización de proteínas al estroma 
del cloroplasto. Las proteínas con pépti- 
tíos de tránsito N-terminales son reconoci- 
das por un complejo guía que las dirige al 
complejo Toc, en la membrána externá 
del cloroplasto. E! páptído de tránsito se 
une en prímer lugar a Toči 59, que se aso- 
cia con Hsp70 ŕ antes de pasar al poro de 
internalización Toc75. El paso a través de 
la membrána externá también requiere la 
hidrólisis de ATP por Hsp70 presente en 
el espado intermembrana, y posiblemen- 
te la hidrólisis de GTP por parte de Toc34 r 
Una vez que ha atravesado la membrána 
externá del cloroplasto, e! péptido de trán¬ 
sito paša al complejo Tie en la membrána 
interná. La pre-proteína es arrastrada a 
través del complejo Tie por la acción de 
HsplOG. En el estroma, el péptido de trán¬ 
sito es elimrnado por la peptidasa proce- 
sadora estroma! (SPP) del cloroplasto y la 
proteína interacciona con HspľO, 


complejo Tie) y transporladas a través de la membrána interná al estroma. Al 
igual que los complejos Toc, Tom y Tim, Tie es un complejo muitiproteína con 
uno o más canales proteicos, Sin embargo, se conoce poco sobre las proteínas 
específicas, quizás porque hay más de un tipo de complejo Tie. Una chaperona 
de la família Hspl 00 (otra família de chaperonas además de las famílías Hsp60, 
HspľO y Hsp90 estudiadas en el Capítulo 7) está asociada con el lado estromal 
del complejo Tie. Esta Hspl00 del cloroplasto actúa para arrastrar a la pre- 
proteŕna a través de la membrána interná. En el estroma, el péptido de tránsito 
es escindído por una peptidasa procesadora estromal (SPP: stromal Pro¬ 
cessing peptidase), y la proteína se asocia con las chaperonas Hsp70 estro- 
males. Al igual que en la matriz mitocondriaL aigunas proteínas que permane- 
cen en el estroma eompletan su plegamiento en el interior de una chaperonina 
Hsp60. 

Se conoce poco sobre córrio las proteínas se dirige n a las membranas exter¬ 
ná o interná del cloroplasto. Al igual que en la mitocondría. aigunas proteínas se 
insertan directamente en ta membrána externá de la envuelía del cloroplasto. 
Del mismo modo, aigunas proteínas destinadas a la membrána del tilacoide se 
insertan directamente en la membrána después de plegarse en el estroma. 

Las proteínas que deben incorporarse en el lumen del tilacoide se transpor- 
tan asu destinoen dos pasos. En primer lugarson internalizadasen el estroma, 





































420 • Sección III • Estructura y función celulares 


Figúra 10,16 

internalizacíón de proteŕnas en e! lu¬ 
men del tilacoide. Existen tres tipos dife¬ 
rentes de complejos de membrána que 
tansfieren proteŕnas desde el estroma a! 
lumen del tilacoide Las proteŕnas sin ple- 
gar se asocian con la Hsp70 estromal y 
son dirígidas a cada complejo por seňales 
N-terminales específicas. U n complejo no 
requiere im gradiente de protones a tra¬ 
vés de la membrána del tilacoide, mien- 
tras que un segundo complejo s í. U n ter¬ 
ce r complejo reconoce una partícula de 
reconodmiento de la seňal estromal, que 
se une a algunas proteínas que se sinteti- 
zaron en el citosol, ademäs de proteínas 
que fueron ftaducidas en cromosomas del 
cloroplasto. 
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como se ha descrito previamente, y a continuactón dirigidas para su transloca- 
ción a través de la membrána del tilacoide por una segunda secuencia seňal. 
Las proteŕnas se translocan al lumen del tilacoide a través de tres complejos de 
transiocación diferentes (Fig. 10.16). Un complejo de transiocación es indepen- 
diente del gradiente de protones existente a través de la membrána tilacoidea, 
mientras que otro requiere un gradiente de protones. Las proteínas se dirígen al 
tercer complejo de transiocación por una partícula de reconodmiento de la se- 
ňal estromal f que también reconoce proteínas codificadas por el genoma del 
cloroplasto y traducidas sobre los ribosomas del cloroplasto. 

Otros plástidos 

Los cloroplastos son sólo uno de los miembros t aunque el más importante, de 
una família más amplia de orgánulos vegetales denominados plástidos. Todos 
los plástidos contienen el mismo genoma que los cloroplastos, pero se diferen- 
cian tanto en la estructura como en la función. Los cloroplastos están especiali- 
zados para la fotosíntesis y son únicos al contener el sistema interno de mem- 
branas del tilacoide. Otros plástidos. que intervienen en diversos aspectos del 
metabolísmo de la céluía vegetaL están delimitados por las dos membranas de 
la envuelta del plástido pero carecen de las membranas del tilacoide y de otros 
componentes del aparato fotosintetico. 

Los diferentes tipos de plástidos se suelen clasrfícar en función de los tipos 
de pígmentos que contienen. Los cloroplastos se denominan asi porque contie¬ 
nen clorofila, Loscromoplastos (Fig, 10.17A) no tienenclorofila pero contienen 
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Figúra 10,17 

Microfotografías electrónicas de cromoplastos y amiloplastos. (A) Los cromoplas- 
tos contienen gotitas de lípidos donde se almacenan carotenos, (B) Los amiloplastos cot> 
tienen gránulos grandes de almidón. 


carotenos; son responsables de los colores amarillo, naranja y rojo de algunas 
flores y frutas, aunque no estä čiara su función concreta en el metabolis- 
mo ceiular. Los teucoptastos son plástidos no pigmentados que almacenan 
diversas fuentes de energia en los tejidos no fotosíntéticos. Los amiloplastos 
(Fíg. 1G.17B) y los elaiopfastos son ejemplos de leucoplastos que almacenan 
afmidón y iípidos, respectivamente. 

Todos los plástidos, íncluidos los cloroplastos, proceden de los proplásti- 
dos, orgánulos pequenos (0,5 firr\ a 1 //m de diámetro) e indiferenciados, pre- 
sentes en las células en división de las raíces y brotes de las plantas, Los pro- 
plástídos posteriormente dan lugar a los diversos tipos de plástidos maduros, 
en función de fas necesidades de las células diferenciadas. Además, los plásti¬ 
dos maduros son capaces de cambiar de un tipo a otro Por ejemplo, los cromo¬ 
plastos se desarrollan a parttr de los doroplastos durante la maduración de la 
fruta {p. ej. t los tomates). Durante ešte proceso se descomponen la clorofila 
y la membrána del tilacoide, mientras que se sintetizan nuevos tipos de caro¬ 
tenos. 

Una característiea interesante de los plástidos es que su desarrollo estä 
controfado por seňales ambientales y por programas intrínsecos de diferencia- 
ción celular. Por ejemplo, en las células fotosintéticas de las hojas, los proplásti- 
dos dan lugar a los cloroplastos (Fíg, 10.18}. Durante ešte proceso la membrá¬ 
na del tilacoide se origina por gemacíón de vestculas a partir de la membrána 
interná de la envoltura del piästido, y se sintetizan y ensamblan los diferentes 
componentes del aparato fotosintético. Sin embargo, los cloroplastos sólo se 
desarrollan en presencía de iuz. Si las plantas se mantlenen en la oscuridad, el 
desarrollo de los proplástldos en las hojas se detiene en un estado intermedio 
(denominado etioplasto), en el que se ha formado una estructura semicnsta- 
lina de membranas internas tubulares pero no se ha sintetizado clorofila 
(Fig. 10.19). Si las plantas que han crecido en la oscuridad se exponen poste- 
riormente a la Iuz, los etioplastos continúan su desarrollo hasta cloroplastos. 
Hay que destacar que ešte doble control del desarrollo de los plástidos Implica 
la expresión coordinada de genes en los genomas del plástido y nuclean Los 
mecanismos responsables de esta expresión génica coordinada se descono- 
cen por completo, y su esclarecimiento representa un desafŕo en la biológia mo- 
lecular de las plantas. 
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Figúra 10.18 

Desarrollo de los cloroplastos. Los clo- 
roplastos se desarrollan a partir de los 
proplástidos en las células fotosintéticas 
de las hojas. Los proplástidos contienen 
sólo las membranas interná y externá de 
la envoltura; la membrána de) tilacoide se 
forma po r gemación de vesículas a paril r 
de la membrána interná durante el desa¬ 
rrollo de! cloroplasto, Si la planta se man- 
tiene en la oscuhdad, ei desarrollo de los 
cloroplastos se deíiene en un estadio in- 
termedio (etioplastos), Los etioplastos no 
tienen clorofila y contienen unas estruciu- 
ras semicristalinas de membranas tubula- 
res. En presencia de luz, continúan su de- 
sarrollo hacia cloroplastos. 
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Figúra 10.19 

Mícrofotografŕa electrónica de un etio¬ 
plasto. (John N. A. Lott/Bíoíogicai Photo 
Service.) 


Fotosíntesis 

Durante la fotosíntesis se obtiene la energia de la luz solar y se utiliza para dírigir 
la síntesis de glucosa a partir de C0 2 y H 2 0, Al convertír la energia de la luz solar 
en una forma utílizable de energia potenciál químíca, la fotosíntesis es la fuente 
fundamental de energia metabólica para todos los sistemas biológícos. La foto¬ 
síntesis se realiza en dos fases distintas. En las reacciones de la fase lumŕnica, la 
energia de la luz solar dirige la síntesis de ATP y NADPH, acoplada a la forma- 
ción de 0 ? a partir del H P 0. En las reacciones de la fase oscura, denominadas asi 
porque no requieren luz solar, ef ATP y el NADPH producido en la fase fumíníca 
dirigen la síntesis de glucosa. En las céluias eucariotas, tanto la fase luminíca 
corno la fase oscura de la fotosíntesis tienen lugar en los cloroplastos —las reac¬ 
ciones de la fase luminíca en la membrána tilacoidal y las reacciones de la fase 
oscura en el estroma. En esta sección se tratan las reacciones de la fase luminíca 
de la fotosíntesis, que estän relacionadas con la fosforifación oxidativa en la mito- 
condria. Las reacciones de la fase oscura se trataron en detaile en el Capítulo 2. 

Flujo de electrones a través de los fotosistemas I y II 

La luz solar es absorbida por los pigmentos fotosintétícos, siendo las clorofilas 
los pigmentos más abundantes en las plantas. La absorción de la luz excita un 
electrón a un estado energético más efevado, convirtiendo asi la energia de la 
luz solar en energia química potenciál. Los pigmentos fotosintétícos están orga- 
nizados en fotocentros en la membrána del tifacoide, cada uno de los cuales 
contiene cientos de moléculas de pigmento (Fig, 10.20), Las numerosas molé- 
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Figúra 10.20 

Organización de un fotocentro. Cada 
fotocentro está constituido por cientos de 
antenas de moléeulas de pigmentos, que 
absorben los fotones y transfieren energia 
a la clorofila del oentro de reacción. La do- 
roffila del centro de reacción transfiere a 
continuación su electrón excítado a un 
aceptor en la cadena de transporte de 
eleetrones. Aquí se muestra e! centro de 
reacción del fotosistema tl, en e! que los 
eleetrones se transfieren desde la clorofila 
del centro de reacción a i a feofítina y des- 
pués a las quinonas (Q A , Q, ir y QFI 2 ). 


culas de pigmento en cada fotocentro actúan como antenas, absorbiendo la luz 
y transfiriendo la energia de sus eleetrones excitados a una molécula de clorofi¬ 
la que sirve como centro de reacción. La clorofila del centro de reacción trans¬ 
fiere a continuación su eleetrón de alta energia a una molécula aceptora de una 
cadena de transporte de eleetrones. Los eleetrones de alta energia se transfie¬ 
ren entonces a través de una šerie de transportadores de membrána, acopla- 
dos a la síntesís de ATP y de NADPH. 

El centro de reacción fotosintético mejor caracterizado es el de la bacleria 
Rhodopseudomonas viridis , cuya estructura fue determinada por Johann Dei- 
senhofer Hartmut Michel, Róbert Huber, y sus colaboradores en 1985 (Fíg. 

10.21) . El centro de reacción está constituido por tres polípéptidos transmem- 
brana, unidos a un citocromo de tipo c que se localiza en el !ado externo de la 
membrána. La energia precedenie de la luz solar es capturada por un par de 
moléeulas de clorofila conocidas como el par especial. A continuación los elee¬ 
trones se transfieren desde el par especial a otro par de ciorofilas y desde allí a 
otros grupos prostéticos (feofitinas y quinonas). Desde ailí los eleetrones se 
transfieren a un complejo citocromo bc. donde el transporte de eleetrones se 
acopla a la generación de un gradiente de protones. A continuación los eleetro¬ 
nes son transferídos al citocromo de! centro de reacción y finalrneníe retornan al 
par especial de ciorofilas. Por lo tanto, el centro de reacción convierte la energia 
de la luz solar en eleetrones de alta energia, cuya energia potenciál se convierte 
en un gradiente de protones por el complejo del citocromo óc. 

En los vegetales, las proteŕnas que íntervienen en la fase lummica de la 
fotosíntesis se organizan en cineo complejos en la membrána del tilacoide {Fíg. 

10.22) . Dos de estos complejos son fotosistemas (fotosistemas I y II), en los 


Figúra 10.21 

Estructura de un centro de reacción fotosintético. El centra de reacción de R viridis 
está constituido por tres proteínas transmembrana (púrpura, azui y beige) y un citocromo 
de tipo c (verde). Las ciorofilas y otros grupos prostéticos están coloreados en amarillo 
(Cortesía de Johann Deísenhofer. University of Texas Medical Center and The Nobel 
Foundation, 1989). 
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Figúra 10.22 

Transporte de electrones y síntesis de 
AT P d u raňte ta fotosíntesís, En el trans- 
porte de electrones y en la síntesis d e AT P 
y NADPH rntervienen cinco compfejos pro- 
teicos en la membrána del tilacoide, Los 
foton e s son absorbidos po r complejos d e 
moléCLŕlas de pigmento asociadas con los 
fotosistemas I y II (PS I y PS II). En el foto- 
sistema ll t la energia derivada de la ab- 
sorcíón de fotones se utiliza para escindir 
una molécLíla de agua en la luz del tilacoi¬ 
de. A continuacion los electrones son 
transportados por la plastoquinona (PQ) 
al complejo citocromo bf, donde pasan a 
un estado energético ínferior y se bom- 
bean protones al interior de la luz del tila¬ 
coide, Los electrones son transfer í d os 
después al fotosistema I medíante la plas- 
tocianina (PC). En el fotosistema I, la 
energia derivada de la absorción de la luz 
vuelve a generar electrones de alta ener¬ 
gia, que son transferidos a la ferredoxina 
(Fd) y se utílizan para reducír el NADP" a 
NADPH en el estroma. La ATP sintetasa 
utiliza después la energia almacenada en 
el gradiente de protones para convertir el 
ADR en ATP. 


que la luz se absarbe y se transfiere a las ciorofilas del cenfro de reacción. Los 
electrones de alta energia se transfieren a través de una šerte de transportado- 
res tanto en los fotosistemas como en un tercer complejo de proteínas, el com¬ 
plejo citocromo bf Al igual que sucede en las mitocondrias, la transfereneia 
de electrones está acoplada a la transfereneia de protones a Ea luz del tilacoide. 
estableciéndose asi un gradiente de protones a través de la membráne del tila¬ 
coide, La energia almacenada en ešte gradiente de protones se obtiene poste - 
riormente por un cuarto complejo de proteínas de la membrána del tilacoide. la 
ATP sintetasa, que (al igual que la enzima mitocondrial) acopla un flujo retrógra- 
do de protones, a través de la membrána, a la síntesis de ATP. 

Una diferencia importante entre e! transporte de electrones en los cloroplas- 
tos y en las mitocondrias es que la energia derivada de la luz solar du raňte la 
fotosíntesis no sólo es convertida en ATP sino que también se utiliza para gene¬ 
rar e! NADPH requerido para convertir el C0 2 en carbohidratos. Esto se consi- 
gue utilizando dos fotosistemas diferentes en la fase lumínica de la fotosíntesis, 
uno para generar ATP y el otro para generar NADPH, Los electrones se trans¬ 
fieren de forma secuencial entre los dos fotosistemas, interviniendoel fotosiste¬ 
ma I para generar NADPH y el fotosistema II para generar ATP. 

El flujo de electrones se inicia en el fotosistema IL que es hdmólogo al centro 
de reacción fotosintético de R vindis ya deserito. Sin embargo, en el fotosistema 
II la energia derivada de la absorción de los fotones se utiliza para romper molé- 
culas de agua en oxígeno molecular y protones (véase Ftg. 10.22), Esta reac¬ 
ción tiene lugar en la luz del tilacoide, por io que la liberación de protones a partir 
del H ? 0 determina un gradiente de protones a través de la membrána del íilacoi- 
de. Los electrones de alta energia derivados de ešte proceso se transfieren a 
través de una šerie de transportadores a la plastoquinona, un transportador 
liposoluble símilar a ía coenzima Q (ubiquinona) de las mitocondrias. La plasto¬ 
quinona transporta los electrones desde el fotosistema II al complejo citocromo 
bf t en el que los electrones son transferidos a la plastocianina y se bombean 
más protones al interior de la luz def tilacoide. De esta manera, el transporte de 
electrones a través del fotosistema II está acoplado a la generación de un gra¬ 
diente de protones, que dirige ia síntesis quimiosmótíca de ATP, 
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Desde e! fotosistema II, los electrones son transportados por la plastociani- 
na {una proteína periférica de membrána) hasta el fotosistema I, donde la ab- 
sorción de otros fotones vuelve a generar electrones de alta energia. El fotosis¬ 
tema l, sin embargo, no actúa como una bomba de protones, sino que utiliza 
estos electrones de alta energia para reducir el NADP* a NADPH. La clorofila 
del centro de reacción del fotosistema I transfiere sus electrones excitados a 
través de una šerie de transportadores hasta la ferredoxina, una pequeňa pro- 
teina de la membrána del tilacoide que da al estroma. La enzima NADP reduc- 
tasa transfiere después los electrones desde la ferredoxina hasta el NADP*, 
generando NADPH. Por lo tanto, el paso de los electrones a través de los foto- 
sistemas I y II genera ATP y NADPH, que son utilízados por las enzimas del 
ciclo de Calvin en el estroma del cloroplasto para convertir CO Ä en carbohidra- 
tos (véase Fig, 2.39). 

Flujo cíclico de electrones 

Una segunda ruta de transporte de electrones, denominada tlujo cíclico de 
electrones, genera ATP sin la sintesis de NADPH, proporcionando de ešte 
modo ATP adicional para otros procesos metabólicos. En el flujo cíclico de elec¬ 
trones, la energia de la luz obtenida en el fotosistema I se utiliza para la sintesis 
de ATP en lugar de para la sintesis de NADPH (Fig. 10.23). Los electrones ricos 
en energia en lugar de ser transferidos al NADP', son transferídos desde el 
fotosistema I al complejo citocromo bf. La transferencia de electrones a través 
del complejo citocromo bf se acopla, al iguai que en el fotosistema II, a la gene- 
ración de un gradiente de protones a través de la membrána del tilacoide. La 
píastocianina devuelve posteriomnente estos electrones al fotosistema I en un 
estado energético más bajo, completando un ciclo de transporte de electrones 
en el que la energia lumínica obtenida en el fotosistema f se utiliza para bom- 



Estroma 


Fotón 


Luz del tilacoide 


Figúra 10,23 

Ruta del flujo cíclico de electrones. La energia lummosa absorbida en el fotosistema i 
(PS t) se utiliza para la sintesis de ATP en lugar de para la sintesis de NADPH. Los 
electrones de alta energia generados por la absorción de fotones se transfieren al com- 
plejo citocromo bfe n lugar de al NADP\ En el complejo citocromo bf, los electrones pasan 
a un estado energético menor y se bombean protones al interior de la luz del tilacoide. Los 
electrones son devueftos a continuadón al fotosistema I mediante la plastocianina (PC). 
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bear protones en el complejo citocromo bf. Por !o tento, la transferencia de elec¬ 
trones desde el fotosistema I puede generar ATP o NADPH, dependíendo de 
las necesidades metabóiícas de la célula. 

Stntesis de ATP 

La ATP sintetasa de la membrána del tilacoide es similar a la enzima mitocon- 
drial. Sin embargo, la energia almacenada en el gradiente de protones a través 
de la membrána del tilacoide, a diferencia de io que ocurre en la membrána mito- 
condrial interná, es de naturafeza quŕmica casi en su totalidad. Esto es debido a 
que la membrána del tilacoide, aunque es impermeable a los protones, difiere de 
la membrána mitooondrial interná en que es permeable a otros iones r concreta- 
meňte al IVfg^ 4 y al C! , El paso libre de estos iones neutraliza el componente de 
voítaje del gradiente de protones, por fo que fa energia derivada de la fotosfntesis 
se conserva principalmente como una diferencia en la concentración de protones 
(pH) a través de la membrána del tilacoide. Sin embargo, puesto que la luz del 
tilacoide es un comparlimento cerrado, esfa diferencia en la concentración de 
protones puede ser bastante grande, con una variación entre el estroma y la luz 
del tilacoide de más de tres unídades de pH. Dada la magnítud de ešte diferenciál 
de pH, la energia libre total almacenada a través de la membrána del tilacoide 
es similar a la almacenada a través de Ja membrána mítoCQhdrial interná, 

Por cada par de electrones transportados, en el fotosistema Jl se transfieren 
dos protones a través de la membrána del tilacoide, y de dos a cuatro protones 
en el complejo citocromo bi Puesto que se necesitan cuatro protones para diri- 
gir la síntesis de una molécula de ATP, el paso de cada par de electrones a 
través de los fotosistemas I y II medíante eí flujo no cŕclrco de electrones rinde 
entre 1 y 1,5 moléculas de ATP, El flujo cíclico de electrones tiene un rendimien- 
to inferior, entre 0,5 y 1 moléculas de ATP por cada par de electrones. 


Peroxisomas 

Los peroxisomas son orgánulos pequeňos, rodeados por una membrána 
(Fíg; 10.24) que contienen enzimas implicadas en diversas reacciones metabó- 
licas, incluyendo varios aspectos del metabolismo energético. Aunque los pero¬ 
xisomas son morfológicamente similares a los lisosomas, a semejanza de las 
mitocondrias y de los cloroplasfos están constituidos por proteínas que se sínte- 
tizan en ribosomas libres y después son importadas a los peroxisomas como 
cadenas polipeptŕdicas compietas. Aunque los peroxisomas no contienen un 
genoma propio, se parecen a las mitocondrias y cloroplasfos en que se replican 



0,5 »m 

Figúra 10.24 

Microfotografia electrónica de los peroxisomas. Se muestmn tres peroxisomas de 
hígado de rata. Dos contienen regiones densas, que son formaciones paracristalinas de 
la enzima urato oxidasa. (Don Fawcett/ Photo Researchers, Inc.) 
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Figúra í 0.25 

Oxidación de los ácidos grasos en los peroxisomas. La oxidación de un ácido graso 
se acompaňa de la produccion de pemxido de hidrógeno (hL0 2 ) a partir det oxígeno. El 
peroxide de hidrógeno se descompone por la acción de una catalasa, blen mediante la 
formación de agua u oxídando otro compuesto orgánico {designado AH ), 


por divísión. La mayoría de las células humanas contienen unos 500 peroxi- 
somas. 


Finicioncs de los peroxisomas 


Los peroxisomas contienen al menos 50 enzimas diferentes, que están implica- 
das en diversas rutas bioquímicas en diferentes tipos de células. Originalmente, 
los peroxisomas se definieron como orgánulos que llevaban a cabo reacciones 
oxidativas produciendo peróxido de hidrógeno, Debído a que el peroxide de 
hidrógeno es nocivo para la célula, los peroxisomas también contienen Ea enzi* 
ma catalasa. que descompone el peróxido de hidrógeno bien convirtiéndolo en 
agua o utilizándolo para oxidar otro compuesto orgánico. Diversos sustratos se 
degradan mediante estas reacciones oxidativas en los peroxisomas, induyendo 
el ácido urico, aminoácidos y ácidos grasos. La oxidación de los ácidos grasos 
(Fig. 10.25) es un ejemplo especialmeňte importante ya que proporciona una 
fuente fundamental de energia metabólica. En las células anímales los ácidos 
grasos se oxidan tanto en los peroxisomas como en las mitocondrias, pero en 
las levaduras y en las plantas la oxidación de los ácidos grasos está restringida 
a los peroxisomas. 

Además de proporcionar un compartimento para las reacciones de oxida¬ 
ción, los peroxisomas intervienen en la biosíntesís de líptdos. En las células 
animales el colesterol y el dolicol se sintetizan en los peroxisomas y en el RE. 
En el hígado, los peroxisomas también intervienen en la síntesis de los ácidos 
biliares, que derivan del colesterol. Además, los peroxisomas contienen enzi¬ 
mas necesarias para la síntesis de los plasmalógenos —una família de fosfolí- 
pidos en los que una de las cadenas hidrocarbonadas está unida al gliceroi 
mediante un enlace éter en lugar de por un enlace éster (Fig, 10,26), Los plaš- 
malógenos son componentes importantes de la membrána en algunos tejidos, 
particularmente en el corazón y en el cerebro, aunque están ausentes en otros. 
Los peroxisomas realizan diferentes reacciones bioquímicas en distintos iejt- 
dos Sin embargo, actualmente se desconoce si existen subpoblaciones de pe¬ 
roxisomas que se especializan en uno o un número limitado de procesos en el 
interior celular. 

En las plantas los peroxisomas desempeňan dos papeles especíalmente 
importantes. En primer lugar, los peroxisomas en las semillas son los responsa- 
bles de convertir los ácidos grasos almacenados, en carbohidratos, aspecto 
que es crítico para proporcionar energia y matéria príma para el desarrollo de la 
planta. Esto oeurre a través de una šerie de reacciones denominadas el ciclo 
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Figúra 10.26 

Estructura de un plasmalógeno. El plas- 
malógeno mostrado es semejante a la 
fosfatiditeolina, Sin embargo, una de las 
cadenas de ácido graso está unida al gli- 
cerol mediante un enlace éter, en lugar de 
por un enlace éster. 
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Figúra 10.27 

Ciclo de! glioxilato. Las ptantas son capaces de sintetizar carbohidratos a partir de los 
ácidos grasos a través del ciclo del giioxilato, que gs una variante del delo del áddo citrico 
(véase Fig. 2.34). Como sucede en el delo del ácido citrico. el acetif CoA se combina con 
oxaloacetato para formarcitrato, que es convertido en isocitrato, Sin embargo, en lugarde 
serdegradado a CO z y a-cetoglutarato, el isocitrato paša a succínato y glioxilato. El glioxí- 
lato reacdona a contínuación con otra molécula de acetil CoA para generar malato, que 
es convertido en oxaloacetato y utilizado para la síntesis de glucosa. 


del glioxilato, que es una variante del ciclo del ácido citrico (Fig. 10.27), 
Los peroxisomas en los que tiene lugar ešte ciclo a veces se denominan glioxi- 
somas. 

En segundo lugar, los peroxisomas de las hojas estän implieados en la fo- 
torrespiración, que sirve para metabolizar un producto derivado de la fotosín- 
tesis (Fig. 10.28). En la fotosíntesis, el CO ? es convertido en carbohidratos a 
través de una šerie de reacciones denominadas el ciclo de Calvin (véase Fig, 
2.39). El primer paso es la adición de CO ? al azúcar de cinco carbonos rtbulo- 
sa~1,5-bifosfato, que da lugar a dos moléculas de 3-fosíoglícerato (cada una de 
ellas con tres carbonos), Sin embargo, la enzima responsable (ribulosa bifosfa- 
to carboxilasa o rubisco) algunas veces cataliza la adición de 0 2 en lugar de 
C0 2 , producíendo una molécula de 3-fosfoglícerato y una molécula de fosfogli- 
colato (dos carbonos). Esta es una reacción secundaria. y el fosfoglicolato no es 
un metabolito útií. Primero es convertido en glicolato y después transferido a los 
peroxisomas, donde se oxida y se convierte en glicína. La glicina se transfiere a 
las mitocondrías, donde dos moléculas de glicína son convertidas en una molé¬ 
cula de serina, con la pérdída de C0 2 y NH 3 . La serina es devuelta a contínua¬ 
ción a los peroxisomas, donde es convertida en glicerato. Finalmente, el glicera- 
to retorna a los cloroplastos, donde se reintroduce en el ciclo de Calvin. La 
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Figúra 10.28 

Papel de los peroxisomas en la lotorrespiración* Durante la fotosíntesis, el CO ? es 
convertido en carbohidratos mediante el ciclo de Calvin, que se inicia con la adición de 
CO ? al azúcar de cinco carbonos ribulosa 1-5-bifosfato. Sin embargo, algunas veces, la 
enzima implicada cataliza la adición de 0 L , en lugar de C0 2 , dando lugar al compuesto de 
dos carbonos fostoglicolato, El fosfoglícolato es convertido en glicolato, que posterior- 
mente es transferido a los peroxisomas, donde se oxida y se convierte en glicina, La 
glicina a continuación es transferida a la mítocondria y se convierte en serina La serina es 
devuelta a los peroxisomas y convertida en glicerato, que es devuelto a los cloroplastos. 


fotorrespiración no parece que sea beneficiosa para la planta, ya que esencia!- 
meňte es el proceso opuesto a la fotosíntesis —se consume 0 2 y se libera CCL 
sin obtener nada de ATP— , Sin embargo, la utilización ocasional del 0 2 en lugar 
del CO^ parece que es una característica ínherente de la rubisco, por lo que la 
fotorrespiración suele acompaňar a la fotosíntesis. Por lo tanto, los peroxiso¬ 
mas desempeňan un pape! importante al permitir que la rnayor parte del carbo- 
no presente en el glicolato sea recuperado y utitizado. 

Formáciou del peroxisoma 

Como ya se ha mencionado, laíormación de los peroxisomas se parece mucho 
más a la de las mitocondrias y cloroplastos que a la del retícufo endoplásmíco, 
aparato de Golgi y lisosomas* Las proteínas destinadas a los peroxisomas se 
traducen en ribosomas citosólícos libres y después se transportan al interior de 
los peroxisomas como cadenas polipeptŕdicas completas (Fig. 10.29)* Los fos- 
folŕpidos también se importan a los peroxisomas desde el RE, mediante proteí¬ 
nas de transferencia de fosfolípidos. La internalización de proteínas y fosfofípi- 
dos da lugar a que el peroxisoma crezca; y se formarán nuevos peroxisomas 
mediante la dívisión de los viejos. 
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Figúra 10.29 

Formación de peroxisomas, Las proteínas destinadas a los peroxisomas se sintetizan 
en ribosomas libres y se importan en forma de cadenas polipeptidicas completas a peroxi¬ 
somas preexistentes, Esto da lugar al crecimiento del peroxisoma y a la formación de 
nuevos peroxisomas a partir de la división de los antiguos. 


Las proteínas se dirigen al interíor de los peroxisomas al menos por dos 
vías. que se han conservado desde las levaduras bašta los bumanos. La mayor 
parte de las proteínas están marcadas para dirigirse a los peroxisomas, por la 
secuencia de aminoácidos Ser-Lys-Leu en so extremo carboxilo terminál (seňal 
1 de dirección al peroxisoma, o PTS1). Otras proteínas se dirigen mediante una 
secuencia de nueve aminoácidos (PTS2) en su extremo amino terminál, 

PTS1 y PTS2 son reconocídas por recepiores diferentes y después se trans- 
fieren a un complejo de translocación que média su transporte a través de la 
membrána del peroxisoma. A diferencia de la translocación de cadenas poli- 
peptídicas a través de las membranas del retículo endoplásmico, mítocondrias 
y cloroplastos, las seňales de localízación generalmente no se escinden duran- 
te el importe de proteínas en los peroxisomas, Se ha implicado a la Hsp70 cito- 
sólica en la ínternalízación de proteínas en los peroxisomas, pero el papel de las 
chaperonas mofeculares en los peroxisomas no está claro. El plegamiento de 
las proteínas de los peroxisomas se produce en el citosol en asocíación con 
proteínas receptoras, y las proteínas pueden ínsertarse en los peroxisomas en 
conformaciones parcialmente plegadas, en lugar de como cadenas pofipeptídí- 
cas extendidas. 

Los peroxisomas sufren u n complejo proceso de maduración, que ímplica la 
internalización de distíntas clases de proteínas desde el citosol en diferentes mo- 
mentos. Los receptores de la membrána del peroxisoma necesarios para dirigir 
las enzímas luminales deben ser internafizadas prímero. Existe evidencia de que 
estos receptores parten del R E en una vesícula lipídica pre-peroxisomaf. Ade- 
más, el estudio de los receptores sugiere que el contenido enzimático, y por tanto 
las actividades metabólicas de los peroxisomas, varia a medida que maduran. 

Hay que destacar que algunos componentes de las rutas de internalización 
de los peroxisomas se han identificado no sólo como muiantes en levaduras 
sino también como mutaciones asociadas con varias enfermedades humanas 
graves, relacionadascon alteraciones de los peroxisomas. En algunasde estas 
enfermedades sólo se produce la deficiencia de una única enzima peroxisómi- 
ca. Sin embargo, en otras enfermedades ocasionadas por defectos en la fun¬ 
ción del peroxisoma, lo que ocurre es que varias enzimas del peroxisoma no 
entran en el orgánulo, localizándose en el citosol. Ešte último grupo de enferme¬ 
dades se produce por defíciencias en las rutas del PTS1 y PTS2 responsables 
de la internalización de proteínas en los peroxisomas. El ejemplo típíco es el 
síndrome de Zellweger, que es letal en los prime ros diez aňos de vída. El sín- 
drome de Zellweger puede producirse por mutaciones en, al menos, diez genes 
diferentes, que afectan a la internalización de proteínas en el peroxisoma, uno 
de los cuales se ha identificado como el gen que codifica ef receptor para la 
sehal directora PTS1. 


RESUMEN 


MÍTOCONDRIAS 

Organización y función de tas mítocondrias: Las mítocondrias, que de- 
sempeňan u n papel crítico en la generación de la energia metabolica, están 
rodeadas por un sistema de doble membrána. La matriz contiene las enzi- 
mas del ciclo del ácido cítrico; la membrána interná contiene complejos pro- 
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teínicos implicados en el transporte de electrones y en la fosforilación oxida- 
tiva. A diferencia de la membráne interná, la membrána externá es comple- 
tamente permeable a las moléculas pequeňas. 

Sistema genético de tas mitocondrias: Las mitocondrias contienen su 
propío genoma, que codifica para ei ARNr, ARNt y para algunas de las pro- 
teínas que intervienen en la fosforilación oxidativa. 

tnternaiización de proteínas y formación de tas mitocondrias ; La mayo- 
ría de las proteínas mitocondriales son codificadas por el genoma nuelear. 
Estas proteínas son traducidas en ribosomas libres y entran en las mitocon¬ 
drias como cadenas polipeptídicas completas. Las presecuencias cargadas 
positivamente dirigen las proteínas para que sean importadas a la matriz 
mitocondrial Los fosfolípidos son transportados a las mitocondrias desde el 
retŕculo endoplásmico mediante proteínas transporíadoras de fosfolípidos. 

MECANISMO DE LA FOSFORILACIÓN OXIDATIVA 

Cadena de transporte de electrones: La mayor parte de Ja energia deri- 
vada del metabolismo oxidatívo procede de la transferencia de electrones 
desde el NADH y el FADH 2 aí 0 2 . Para poder disponer de esta energia, los 
electrones son transfendos a través de una šerie de transportadores or- 
ganizados en cuatro complejos proteicos en la membrána mitocondrial 
interná. 

Acopfamiento quimiosmótico: Las reacciones productoras de energia del 
transporte de electrones están acopfadas a la generación de un gradiente de 
protones a través de la membrána mitocondrial interná. La energia potenciál 
almacenada en ešte gradiente se obtiene mediante un quinto complejo pro- 
teínico, la ATP sintetasa, que acopla fa síntesís de ATP al retorno T energéti- 
camente favorable, de los protones a 3a matriz mitocondrial. 

Transporte de metabolitos a través de ta membrána interná: Además de 
dirigir la síntesis de ATP, la energia potenciál almacenada en el gradiente de 
protones dirige el transporte de ATP t ADR y otros metabolitos al interior y 
exteríor de las mitocondrias. 


CLOROPLASTOS Y OTROS PLÁSTIDOS 

Esŕri/cŕi/ra y función de tos ctoroptastos : Los cloroplastos son orgánulos 
grandes responsables de la fotosíntesis y de otras actividades metabólicas. 
Como sucede con las mitocondrias, los cloroplastos están rodeados por una 
envuelta de doble membrána. Además los cloroplastos tlenen una membrá¬ 
na tílacoidal Interná, que es el lugar del transporte de electrones y de la gene¬ 
ráciou quimiosmótica de ATP. 

Genoma del cloroplasto ; El genoma del cloroplasto contiene más de 100 
genes, incluyendo genes que codífican ARNr, ARNt, algunas proteínas ribo- 
sómicas y algunas proteínas que intervienen en la fotosíntesis. 

fnternalización y distňbución de tas proteínas del cloroplasto: La mayo- 
ría de las proteínas de! cloroplasto son síntetizadas en ribosomas libres en el 
citosol, y son marcadas para que se i m porien a los cloroplastos mediante 
péptidos de tránsito amino terminales. Las proteínas íncorporadas en la luz 
del tilacoide, primero se importan al estroma del cloroplasto y después se 
marcan con una segunda secuencia seňal hidrofóbica para su transporte a 
través de la membrána del tilacoide. 


endosimbiosis 


presecuencia, complejo Tom, complejo 
Ti m, peptidasa procesadora de la matriz 
(MPP) Ť protema de transferencia de 
fosfolípidos, cardloNpína 


fosforilación oxidativa, cadena de 
transporte de electrones, coenztma Q t 
ybiquinona, citocromo c, citocromo 
oxidasa 


acoplamiento quimiosmótieo, gradiente 
electroquŕmico, ATP sintetasa 


cloroplasto, membrána del tilacoide, 
estroma 


péptido de tránsito, complejo guŕa, 
complejo Toc t complejo Tie, peptidasa 
procesadora estromal (SPP) 
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plášti do, cromoplasto, leucoplasto, 
amiloplasto, elaioplasto, proplästido, 
et i opi a sto 


clorofila, totocentro, fotosistema t, 
fotosistema II, comptejo citocromo bt 
NADP reductasa 


flujo cíclico de electrones 


peroxisoma, catalasa, plasmalógeno, 
ciclo dal glioxilato. glioxísoma, 
fotorrespiración 


Preguntas 

1. iQué dos propiedades de la mem¬ 
brána mitocondrial interná !e permiten te- 
ner una actividad metabóliea especial- 
rrrente eievada? 

2« D e acuerdo c on reglas « wobble» es- 
tá n dar, la síntesis p rote i ca citosolica pue- 
de tener lugar con un rrínimo de 30 ARNt 
diferentes. ^Cómo consiguen las mito- 
concfrias humanas traducír ARNm en 
proteínas con sólo 22 especies de ARNt? 

3. Asuma que se ha disipado el poten- 
dal etéetrico a través de la membrána mi¬ 
tocondrial interná, por lo que el gradiente 
electroquímico está compuesto única- 


Otros plástidos: El cloroplasto es sólo uno de los miembros de una família 
deorgänutos relacionados, quecontienen el mismo genoma, Otros plástidos 
sirven para almacenar fuentes de energia, como almidóny lípidos r e intervie- 
nen en otros aspectos del metabolismo de la planta, 

FOTOSÍNTESIS 

Flujo de electrones a través de los fotosistemas I y //: Durante la fotosín- 
tesis, se obtiene la energia procedente de la luz solar y se convierte en una 
forma utifizable de energia químíca potenciál. La absorción de la luz por las 
clorofílas excita los electrones a un estado energético más efevado, Des- 
pués, estos electrones de alta energia se transfieren a través de una šerie de 
transportadores organizados en dos fotosistemas y en el complejo citocromo 
bf , en ta membrána del tílacoide. El flujo secuencial de los electrones a tra¬ 
vés de ambos fotosistemas está acoplado a la síntesis de ATP en el totosis- 
terna II y a la reducción de NADP H a NADPH en el fotosistema I. Tanto el 
ATP como el NADPH se utilizan para la síntesis de carbohidratos a partír de 
C0 2 , que tiene lugar en el estroma del cloroplasto. 

Flujo cíclico de electrones: La ruta alternatíva del flujo cíclico de electrones 
permite que la energia de la luz obtenida en el fotosistema I sea convertida 
en ATP, en lugar de en NADPH, 

Síntesis de ATP: La síntesis quimiosmótica de ATP está dirigida por un 
gradiente de protones a través de la membrána del tifacoide. 


PEROXISOMAS 

Funclones de los peroxisomas: Los peroxisomas son orgán u los peque- 
nos, rodeados por una única membrána, que contienen enzimas que inter- 
víenen en diversas reacciones metabólicas, entre las que se íncluyen la oxi- 
dación de los ácidos grasos, el ciclo del glioxilato, y la fotorrespiración. 

Formación del peroxisoma: Las proteínas del peroxísoma son sintetízadas 
en ríbosomas fibres en el citosol y se importan al peroxisoma en íorma de 
cadenas poiipeptídicas completas. Existen al menos dos tipos de seňales 
que dírígen a las proteínas al interior de los peroxisomas, pero eí mecanismo 
de la internalización de proteínas no se conoce bíen. 


meňte por un gradiente de concentración 
de protones que corresponde a una uni- 
dad de pH Calcule la energia libre alma- 
cenada en ešte gradiente. Para su cálcu- 
io Ť utilice R ~ 1,98 x 1Q _:í kc a l/m o l/g rad o, 
T = 298 K (25 C), y tenga en cuenta que 
In (x) = 2,3 \og lQ (x). 

4. ^Qué papeles juegan las chapero- 
nas moleculares en la internalización de 
proteínas en la mitocondria? 

5. El citocromo b ? es sintetizado en el 
citosol y posee una segunda secuencäa 
seňal hidrofóbica, después de la secuen- 
cia mitocondrial de carga positiva habi- 
tual. Sugiera una vía que le llevará a su 


destino final en el espacio intermembra- 
na mitocondrial. 

6. ^Cuáles son los papeles de la coen- 
zima Q y el citocromo c en la cadena de 
transporte electrónica? 

7. La ATP sintasa consiste en dos com- 
plejos multisubunidad, F 0 y F r ^Dónde 
se localiza cada uno en la mitocondria y 
en el cloroplasto y cuál es la función de 
cada uno de ellos? 

8. 6 Por qué los péptidos de tránsito de 
las proteínas de los cioropfastos, a dife¬ 
rencia de las presecuencias de las pro¬ 
teínas mitocondriafes, no están cargados 
positiva meňte? 
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9^Cuántos electrones de alta energia 
son necesarios para dirigir la síntesis de 
una molécula de glucosa durante la foto- 
sintesis, acoplada a la formación de seis 
moléculas de 0 2 ? ^Cuántas moléculas 
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Citoesqueleto 
y movimiento celular 


L os organulos intracelulares de los que se ha hablado en los Capitulos 
precedentes constituyen un nivel de la estructura subcelular de las celu- 
las eucariotas. U n nivel de organ ízación más avanzado lo proporciona el 
citoesqueleto, que consiste en una red de filamentos de proteína que se extien- 
den por el citoplasma de todas las células eucariotas, El citoesqueleto propor¬ 
ciona un armazón estructura! para la célula, actuando como un andamio que 
determina la forma celular y la organizáciou generál del citoplasma, Además de 
desempeňar ešte pape! estructura!, el citoesqueleto es el responsable de los 
movimientos de la célula, Estos no solamente íncluyen los movimientos de la 
célula en conjunto, sino también el transporte interno de los orgänulos y de 
otras estructuras (tales como los cromosomas mitóticos) a través del citoplas¬ 
ma. Es importante seňalar que el citoesqueleto es ruucho menos rígido y esta- 
ble de lo que su nombre indica. Más bien es una estructura dinámica que se 
reorganiza continuamente según las células se mueven y cambian su forma, 
por ejemplo durante la divistón celular. 

El citoesqueleto está coi, 4ituido p r tres tipos principales de filamentos de 
proteína: filamentos de actina, filamentos intermedios y microtúbulos, que se 
mantlenen juntos y unidos a los orgánulos intracelulares y a la membrána plasmáti- 
ca mediante varias proteínas accesorias. Ešte Capítulo t rata sobre la estructura y la 
organización de cada uno de los tres componentes principales del citoesquefe- 
to, asi como del pape! que desempeňan en la motilidad celular, en el transporte 
de orgánulos, en la división celular y en otros tipos de movimientos celulares. 


Estructura y organización de los filamentos de actina 

La proteína citoesquelética más importante de la mayoria de las células es la 
actina, que polimeriza para formar filamentos de actina —fibras delgadas y fle- 
xibles de aproximadamente 7 nm de diámetro y hasta varios micrómetros de 
longitud (Fíg. 11.1)—, Dentro de la célula, los filamentos de actina (también 
Slamados microfilamentos) se organizan en estructuras de un orden superíor, 
formando haces o redes tridimensionales con las propiedades de un gel semi- 
sólido. El ensamblaje y desensamblajede los filamentos de actina, sus uniones 
cruzadas constituyendo haces y redes, y su asociación con otras estructuras 
celulares (tales como la membrána plasmátíca) se reguían mediante diversas 
proteínas de unión a la actina, que son componentes críticos del citoesqueleto 
de actina. Los filamentos de actina abundan sobre todo debajo de la membrána 
plasmátíca, donde fornnan una red que proporciona un soporte mecánico, deter¬ 
mina la forma celular, y permite el movimiento de la superficíe celular, lo que 
permíte a las células migrar, engullír partículas, y dividirse. 


435 
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Figúra 11.1 

Filamentos d e actina. Micrografia elec- 
trónica de filamentos de actina. (Cortesía 
de Roger Craig, University of Massachu- 
setts Medícal Center) 



50 nm 


Ensamblaje y desensamblaje de los filamentos de actina 

La actina se aísló por primera vez en 1942 a partir de células museuJares. en las 
que constituye aproximadamente el 20% de la proteína total de la célula. Aur> 
que en un principio se pensó que la actina estaba implicada únicamente en la 
contracción muscular, ahora se sabe que es una proteína muy abundante (en 
generál entre un 5 y un 10 % de ía proteína total) en íoda clase de células euca- 
riotas. Las levaduras sólo tienen un gen para la actina, pero los eucariotas su- 
periores tienen varíos tipos distintos de actina que se encuentran codifieados 
por distintos miembros de la familia de los genes de la actina. Los mamíferos, 
por ejemplo, tienen al menos seis genes de actina diferentes: cuatro se expre- 
san en distintos tipos de músculo y dos se expresan en células no musculares. 
Sin embargo, todas las actinas tienen una secuencia de aminoácidos similar y 
se han mantenído muy conservadas a lo largo de la evolucíón de los eucariotas. 
Por ejemplo, la actina de la levadura tiene una secuencia de aminoácidos idénti- 
ca en un 90% a la de ias actinas de las células de los mamíferos. Una proteína 
denominada MreB, responsable de la estructura bacilar de las bacterias, ha 
sido identificada recientemente como el precursor procaríota de la actina. 

La estructura tridimensionai tanto de las moléculas índividuales como de los 
filamentos de actina fueron determinadas en 1990 por Kenneth Holmes, Wolfgang 
Kabsch, y sus colaboradores. Las moléculas individuales de actina son proteínas 
globulares de 375 aminoácidos (43 kDa). Cada monómero (actina globular G) 
tiene sitios de unión que medián la interacción cabeza con cola eon otros dos 
monómeros de actina. de tal manera que los monómeros de actina polimerizan 
para formar filamentos (actina filamentosa F) (Fig. 1 1 .2}. En los filamentos cada 
monómero se encuentra girado 166 , por lo que los filamentos tienen la apanencia 
de una hélice de doble cadena. Debido a que todos los monómeros de actina están 
orientados en la misma dírección, los filamentos de actina presentan una poiaridad 
diferenciada y sus extremos (denominados extremos «más» y «menos») se dis- 
tinguen entre sí. Esta poiaridad de los filamentos de actina es importante tanto 
para su ensamblaje como para estabiecer una direcclón única en el movimiento 
de la miosina respecto a la actina, como se tratará más adelante en el Capitulo. 

El ensamblaje de los filamentos de actina puede ser estudiado in vitro regu- 
lando la fuerza iónica de la solución de actina. En soluciones de baja fuerza 
iónica los filamentos de actina se despolimerizan a monómeros. La actina poli- 
meriza espontáneamente si se aumenta la fuerza iónica hasta niveles fisiológi- 
cos. El prímer paso en la polimerización de la actina (denominado nucleación) 
es la formación de un pequeňo agregado constituädo por tres monómeros de 
actina. Los filamentos de actina son entonces capaces de crecer por la adición 
reversible de monómeros a ambos extremos, pero uno de ellos (el extremo 
«más») crece de cinco a diez veces más rápido que el extremo «menos». Los 
monómeros de actina también unen ATP, el cual se hídroliza a ADP tras el 
ensamblaje del filamento. Aunque el ATP no es necesario para la polimeriza- 
ción, los monómeros de actina que tienen unido ATP polimerizan más rápido 
que aquellos que tienen unido ADP. Como se describe a continuación, la unión 
y la hidrólisis del ATP desempeňan un papel dave en la regulación del ensam¬ 
blaje y en el comportamiento dinámico de los filamentos de actina. 

Debido a que la polimerización de la actina es reversible, los filamentos 
pueden despotimerizar por la disociación de las subunŕdades de actina, lo que 
permite que los filamentos de actina se descompongan cuando sea necesario 
(Fig. 11.3). De esta forma, existe un equilibrio aparente entre los monómeros de 
actina y los filamentos, que depende de la concentración de los monómeros 
libres. La velocidad a la que tos monómeros de actina se incorporan a los fila¬ 
mentos es proporcional a su concentración, por lo que hay una concentración 
crítica de monómeros de actina a la cual la velocidad de polimerización es igual 
a la velocidad de disociación. A esta concentración crítica, los monómeros y los 
filamentos se encuentran en un equilibrio aparente. 
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Figúra 11,2 

Ensamblaje y estructura de los fila- 
mentos de actina. (A) Los monómeros 
de actina (actina G) polinnerizan para for- 
mar filamentos de actina (actina F). El 
primer paso es la formación de dímeros y 
trímeros, que crecen por ta adicíón de 
monómeros a ambos extremos. (B) Es¬ 
tructura de un monómero de actina, (C) 
M odelo espaciai de una actina F. Se re- 
presentan catorce monómeros de actina 
en diferentes colores (C, Basa do en da- 
tos de Chen et al 2002. J. Struct. Biol. 
138:92.) 


Como se mencronó anteriormente, los dos extremos de un filamento de acti¬ 
na crecen a vetccidacfes diferentes, de tal manera que los monómeros se aňa- 
den al extremo de crecimiento rápido (el extremo «más») de cinco a diez veces 
más rápido que al extremo («menos») de crecimiento lento. Debido a que la 
actína-ATF se disocia con menos facílídad que la actina-ADP, la concentracíón 
crítica de monómeros que es necesaria para ta polimerízación de los dos extre¬ 
mos šerá diferente. Esta diferencia puede dar lugar al fénom e no conocido como 
intercambío rotatorio (treadmifling), que ilustra el comportamiento dinámico 
de los filamentos de actina (Fig. 11.4), Para que et sistema se encuentre en un 
estado de equilibrio generál, la concentracíón de monómeros de actina libres 
debe ser intermedia entre las concentraciones críticas requeridas para ta poJi- 
merízación de los extremos más y menos de los filamentos de actina, Bajo es¬ 
ta s condiciones existe una pérdida neta de monómeros del extremo «menos», 
que se compensa con una adición neta al extremo «más» El intercambío rota¬ 
torio requiere ATP, polimerizando la actina-ATP en el extremo «más» de los 
filamentos mientras que la acttna-ADP se disocia del extremo «menos». Aun- 
que no está claro el papel del intercambío rotatorio en la célula, puede reflejar el 


Figúra 11.3 

Polimerización reversible de los monómeros de actina. La poJimerización de la actina 
es un proceso reversible, en el que los monómeros se asocían y disodan de los extremos 
de los filamentos de actina. La velocidad de disociación de tas subunidades (k^ tí ) es inde- 
pendiente de la concentracíón de monómeros, mientras que la velocidad de asociación de 
las subunidades es proporcional a la concentracíón d e monómeros libres y vien e dada por 
C x ^,(C= Goncentración de monómeros libres). A la concentracíón crítica de monómeros 
(CJ, donde k^= O c x k on , se alcanza un equilibrio aparente. 
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Figúra 11.4 

Intercambio rotatorío (íreadmifíing). Los 

extremos «menos» de los filamentos d e 
actina crecen más despaeio que los extre¬ 
mos *<más>\ Esta diferencia en la veíocidad 
de crecimiento se refleja en una diferencia 
en la concentración crítica necesaria para 
la adición de monómeros a los dos extre- 
mos del fiíamento. La actina unicfa a ATP 
se asocia al extremo «más» de crecimien¬ 
to rápido, y entonces el ATP unido a la ac¬ 
tina se hídrotiza a ADP. Debido a que la 
actina-ADP se disocia de los fílamentos 
con más facilidad que la actina-ATP, la 
concentración crítica de los monómeros 
de actina es más alta para s u adición 
a! extremo «menos» que para su adición al 
extremo «más» de los filamentos de acti- 
na, El intercambio rotatorio ocurre a una 
concentración de monómeros intermedía 
entre las concentraciónes crítieas de los 
extremos «más^ y «menos)>. Bajo estas 
condiciones, hay una disociación neta de 
monómeros (unidos a ADP) desde el ex¬ 
tremo «menos», compensada po r la adi¬ 
ción de monómeros (unidos a ATP) al ex¬ 
tremo «má$». 


Figúra 115 

Iniciación de ramas en los filamentos 
de actina. EJ complejo Arp2/3 se une a 
los filamentos de actina cerca de los ex¬ 
tremos positivos e inicia la formacíón de 
ramas. 



ensamblaje y desensamblaje dinámico de los filamentos de actina que requie- 
ren las células para moverse y cambiar de forma. 

Es de reseňar que varios fármacos que se utilízan en biológia celular actúan 
uniéndose a la actina y afectando a su polimerización. Por ejempio, las citoca- 
lasinas se unen a los extremos «más» de los filamentos y bloquean su elonga- 
ción. Esto provoca cambios en la forma de la célula asi como la ínhibicíón de 
algunos tipos de movimientos ceiulares (p. ej., la divistón celular que sigue a la 
mitosis), lo que indica que la polimerización de la actina es necesaria para estos 
procesos. Otro fármaco, la faloidina, se une fuertemente a los filamentos de 
actina y evita su disociación en molécuías individuales de actina. La faloidina 
marcada con un marcador ffuorescente se suele utilizar para visualízar los fila¬ 
mentos de actina mediante mícroscopía de fluorescencia. 

En la célula tanto el ensamblaje como el desensamblaje de los filamentos de 
actina son regulados por proteŕnas de unión a la actina. El reciclaje de los 
filamentos de actina es cerca de 100 veces más rápído en el interior de la célula 
de lo que es in vitro , y ešte rápído reciclaje de la actina desempeňa un pape! 
crítico en diversos movimientos ceiulares. Por ejempio, los filamentos de actina 
densamente empaquetados presentes en el frente de avance de Jas células en 
migración (descrito más adelante en ešte capítulo) pueden ensamblarse en se- 
gundos. La clave para comprender ešte proceso se obtuvo con el descubrímiem 
to en 1994 por Tom Poflard y sus colaboradores de un complejo de proteŕnas, el 
complejo Arp2/3, que se une a la actina/ATP prosenie en el extremo positivo 
de los microfilamentos (Fig. 11.5). El complejo Arp2/3 contiene siete proleínas, 
dos de las cuales son similares a la actina. El complejo por sí solo posee muy 









Capítulo 11 • Citoesqueleto y movimiento celular • 439 


(A) 


# = 





Figúra 11.6 

Efectos de la ADF/cofilina y ía profilina 
sobre los filamentos de actina. La 

ADF/cofilina posee dos actividades drfe- 
rentes. (A) Es u n factor de despolimenza- 
ción de la actina, uniéndose a los filamen¬ 
tos de actina y aumentando la lasa de 
disociación de monómeros de actina des- 
de el extremo negativo. La ADF/cofilina 
permanece unida a los monómeros de 
ADP/actina, impidiendo su reinserción en 
los filamentos. (B) La ADF/cofilina tam- 
bién se une y escinde filamentos de acti- 
na Ť creando nuevos extremos positivos. 


baja activídad, pero es activado por diversas proteŕnas que se unen y lo activan. 
Una vez activado, el complejo Arp2/3 se une al lado de un filamento de actina 
existente cerca del extremo positivo y forma una nueva rama. 

Una segunda familia de proteínas responsable de ía remodelación de los fila- 
mentos de actina en el interior celular es la famila ADF/cofilina (actin depolymeri- 
zing facfot) (Fíg. 11.6). Estas proteínas se unen a los filamentos de actina y favo- 
recen la tesá de disociación de los monómeros de actina/ADP del extremo 
negativo. La ADF/cofilina también puede romper los filamentos de actina gene- 
rando más extremos positivos, favoreciendo aún más el ensamblaje de filamen¬ 
tos. La ADF/cofilina se une preferentemente a ia ADP/actina, de modo que per¬ 
manece unida a los monómeros de actina después del desensamblaje de los 
filamentos y los secuestra en la forma unida a ADP, impidiendo su reincorpora- 
ción en filamentos. Sin embargo, otra proteina de unión a actina, la profilina. 
puede revertir ešte efecto de la cofilina y estimutar la incorporación de monóme¬ 
ros de actina en filamentos. La profilina actúa estimulando ef intercambio de ADP 
por ATP, resultando en la formación de monómeros de actina/AT P, que se disocian 
de la cofilina y asi se encuentran disponibles para su ensamblaje en filamentos. 

Como cabría esperar, las actividades de la cofilina. profilina y el complejo 
Arp2/3 están controlados por una variedad de mecanismos seňalizadores celulares 
(estudiados en el Capítulo 13), que permiten que la polimerización de actina se 
regule apropiadamente en respuesta a estímulos ambieníales, Asi, fa ADF/cofilina, 
la profilina y e! compiejo Arp2/3 (además de otras proteínas de unión a actina) 
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pueden actuar conjuntamente para estimular la renováciám de los fifamentos de 
actina y la remodelación del citoesqueleto de actina, lo que es necesario para una 
diversidad de movímienfos celulares y cambios en la forma de la célufa, Esto es 
una gran tarea y, en algunos tipos celulares, ei ensamblaje y desensamblaje de 
los microfilamentos es responsable de la mitad de la hidrólisis de ATP en la célula. 


Organización de los filamentos de actina 


Los filamentos individuales de actina se ensamblan en dos tipos generales de 
estructuras^ denormínadas haces de actina y redes de actina, que desempe- 
nan papeles distíntos en la célula {Fíg. 11.7). En los haces, los filamentos de 
actina se unen por puentes cruzados y se disponen en estructuras paralelas 
estrechamente agrupadas. En las redes, los filamentos de actina se unen por 
puentes cruzados con una disposición ortogonal más holgada, y forman mallas 
thdimensionalescon las propiedades de los geles semisólidos. La formación de 
estas estructuras está diriglda por varias proteínas de unión a la actina que 
entrelazan los filamentos de actina de maneras distintas. 


Figúra 11.7 

Haces y redes de actina, (A) Microgra- 
ťía electrónica de haces de actina (cabe- 
zas de flecha) proyectándose desde la 
red de actina (flechas) subyacente a la 
membrána plasmática de un macrófago. 
Los haces s osti en e n unas proyecciones 
de la superíicíe celular llamadas micro- 
púas o filopodios (véase Fig. 11.17), (B) 
Organización esquemática de tos haces 
y las redes. Los filamentos de actina en 
[os haces se disponen en formaciones 
paralelas unidos por puentes cruzados 
por proteínas pequenas que alinean los 
filamentos estrechamente unos con 
otros. Por et eontrarío, las redes se en- 
cuentran formadas por proteínas gram 
des y ffexibles que entrelazan filamentos 
ortogonaies. (A. cortesía de John H. 
Hartwig, Brigham & Women T s HospitaL) 


(AJ 



Haz 


Todas tas proteínas de unión a ía actina relacionadas con los puentes cruza¬ 
dos contienen al menos dos dominios de unión a la actina, io que les permíte 
fijar y entrecruzar dos filamentos de actina diferentes. La naturaleza de la aso- 
ciación entre estos filamentos viene entonces determínada por el tamaňo y la 
forma de las proteínas de entrecruzamiento (véase Fig. 11.7), Las proteínas 
que entrelazan los filamentos de actina en haces (llamadas proteínas forma- 
doras de haces de actina) suelen ser pequenas proteínas rígidas que fuerzan 
a los filamentos a alinearse estrechamente unos con otros. Por otro lado, las 
proteínas que organizan los filamentos de actina en redes tienden a ser proteí¬ 
nas fargas y flexibles que pueden estabiecer puentes de unión entre filamentos 
perpendiculares. Estas proteínas formadoras de puentes entrecruzados de acti¬ 
na parecen ser proteínas modulares constituidas por unidadesestructurales re¬ 
lacionadas. Concretamente, los dominios de unión a la actina de muchas de 
estas proteínas tienen una estructura similar. Están separados por secuencias 
espaciadoras que varían en longitud y flexíbilidad, y son estas diferencias en las 
secuencias espaciadoras las responsables de fas distintas propiedades de en¬ 
trecruzamiento de las diferentes proteínas de unión a la actina. 

Existen dos tipos de haces de actina distíntos tanto estructural como funcio- 
nalmente, que implican a diferentes proteínas formadoras de haces de actina 
(Fíg, 11,8). El primer tipo de haz, que contiene filamentos de actina estrechamen¬ 
te agrupados, alineados en paraleio, sostiene a las proyecciones de la membrána 
plasmática tales como las microveliosidades (véanse Figs. 11,16 y 11.17). En 
estos haces todos los filamentos tienen la misma polaridad, con sus extremos 
«más» adyacentes a la membrána plasmática. Un ejemplo de proteína forma- 
dora de haces, relacionada con la formación de estas estructuras es la fimbri- 
na T que fue aíslada por primera vez a partir de las microveliosidades intestina- 
les, y más tarde se encontró en las proyecciones de superfície de una amplta 
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Figúra 11. 8 

Proteŕnas formadoras de haces de actina. Los filamentos de actína se asocían en dos 
tipos de haces medíante diferentes proteínas formadoras de haces de actina. La fimbrina 
tiene dos dominios de unión a la actina adyacentes (ABD) y entrelaza filamentos de actina 
en haces paralelos, estrechamenteennpaquetados, en los que los filamentos se encuentran 
separados aproximadamente 14 nm. Por otro lado, los dos dominios de unión a actina 
separados de los dímeros de s-actinina entrelazan los filamentos en haces contráctiles más 
holgados y espacíados, en los que los filamentos se encuentran separados 40 nm, Tanto la 
fimbrina como la 2 -actinina confienen dos dominios de fijación de Ca^' relacionados T y la 
2 -actinina contiene cuatro dominios espaciadores en a-hólide repetidos. 


variedad de tipos de células. La fimbrina es una proteína de 68 kDa que contie¬ 
ne dos dominios adyacentes de unión a la actina. Se une a los filamentos de 
actina en forma de monómero, manteniendo unidos a dos filamentos paralelos, 

E! segundo tipo de haz de actína se eompone de filamentos que están más 
espaciados y que son capaces de contraerse, tales como tas haces de actina 
del anililo contráctíl que divide a las células en dos tras la mitosís. La estructura 
más holgada de estos haces (que se denominan haces contráctiles) reffeja tas 
propiedades de la proteína de entrecruzamiento ?-actinina. A diferencia de la 
fimbrina, la ^actínina se une a la actina como un dímero, síendo cada una de 
las subunidades una proteína de 102 kDa que contiene un únicc sitio de unión a 
la actina. Por lo tanto, los filamentos entrelazados por la i-actinina se encuentran 
separados por una dištancia mucho mayor que aquellos unidos por la fimbrina 
(40 nm de separación frente a 14 nm). La mayor separación entre los filamentos 
permite a la proteína motora miosina interaccionar con los filamentos de actina 
en estos haces, permifíéndo (como se verá más adelante) su contracción. 

En tas redes los filamentos de actina se mantienen unidos mediante proteí¬ 
nas de unión a ta actína de gran tamaňo, como la f i la m i na {Fíg. 11.9). La filami- 
na (también conocida como proteína de unión a la actína 280 o ABP-280) se fija 
a ta actina como un dímero de dos subunidades de 280 kDa. Los dominios de 
uníón a la actina y los dominios de dimerización se encuentran en extremos 
opuestos de cada subunidad, por !o que el dímero de filamina es una molécula 
flexible en forma de V con los dominios de unión a la actina en los extremos de 
cada brazo. Como resultado, ía filamina forma puentes cruzados entre filamentos 
de actína ortogonales, creando una malla tridimensiona! holgada, Tai y como se 
tratará en la próxima sección, dicha red de filamentos de actína subyace a la 
membrána plasmática y es un soporte estructura! de la superficie de la célula. 



Redes óe actina y la filamina. La filamina es un dímero de dos subunidades grandes 
(280 kDa), que forman una molécula flexible en forma de V y que entreiaza los filamentos 
de actína en redes ortogonales. El dominío de dimerización carboxilo-terminal se encuem 
tra separado del dominío de unión a la actina amino-terminal por dominios espaciadores 
en lámina p repetidos. 
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Figúra 11.10 

Morfológia de los glóbulos rojos san- 
guíneos. Micro graf í a electrônica de barri- 
do de glóbulos rojos mostrando su forma 
bicóncava. (Onnikron/Photo Researcbers, 
Inc.) 
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La tocalización de díferentes tipos de redes y haces de actina en regiones espe- 
cíficas de la célula está controlada, en parte, por otra família de proteínas de 
unión a actina, la família tropomiosina (estudíada más adelante). 


Asociaciación de los filamen tas de actina con la membrána 
plasmática 


Figúra 11.11 

Estructura de la espectrina. La espec- 
trina es un tetrámero constituido por dos 
cadenas a y dos /ŕ. Cada cadena /í tiene 
un único dominio de unión a la actina 
(ABD) ensu extremoamino terminál. Tan- 
to Jas cadenas x como jl contienen múlti- 
ples repeticiones de dominios espaciado- 
res en a-bélice, que separan los dos 
dominios de unión de Ja actina del tetrá¬ 
mero. La cadena .a tiene dos dominios de 
fijación de Ca^ + en su extremg carboxilo 
terminál. 


En la periféria de la célula hay una elevada concentración de fitamentos de 
actina que forman una red tridimensiona! bajo la membráne ptasmática (véase 
Fíg. 11.7). Esta red de filamentos de actina y de proteínas de unión a la actina 
asociadas (denominada el córtex celular) determina la forma de la célula y 
está implicada en díversas acciones de !a superficie celular, tncluyendo el movi- 
miento. De esta manera, la asociación del citoesqueleto de actina con la mem¬ 
brána plasmática es fundamentai para ía estructura y la función celular. 

Los gičbulos rojos sanguíneos (eritrocitos) han demostrado ser particular- 
mente útiles para el estudio tanto de la membrána plasmática (que se tratará en 
el próximo Capítulo) como del citoesqueleto cortical. La principál ventaja de Jos 
glóbulos rojos para estos estudios radica en que no contienen ni nudeo ni orgá- 
nulos ínternos, por lo que la membrána plasmática y las proteínas asociadas 
pueden ser aisladas fácilmente sin ser contaminadas por las díferentes membra- 
nas internas que son abundantes en otras tipos de células. Además, los eritrocitos 
humanos carecen de otras componentes citoesqueléticos (microtúbulos o fila¬ 
mentos intermedios), por lo que el citoesqueleto cortical es el determinante princi¬ 
pál de su morfología característíca en forma de discos bícóncavos (Fig. 11.10). 

La principál proteina que proporciona la base estructural def citoesqueleto 
cortical en los eritrocitos es la proteina de unión a la actina, espectrina. relacio- 
nada con la filamina (Fig. 11.11). La espectrina eritrocitaria es un tetrámero 
constituido por dos cadenas polipeptidicas diferentes, denominadas a y />\ con 
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un peso molecular de 240 y 220 kDa, respectivamente. La cadena /í presenta un 
úrtico dominio de unión a la actina en la región amino terminál. Las cadenas % y /f 
se asocian lateralmente para formar dímeros, que se unen cabeza con cabeza 
para formar tetrámeros con dos dominios de unión a la actina separados aproxi- 
madamente por200 nm. Los extremos de los tetrámeros de espectrina se aso¬ 
cian con filamentos cortos de actina, dando como resultado una red de espectri- 
na-actina que forma el citoesqueleto cortical de los glóbulos rojos (Fíg. 11.12). 
El principál nexo de unión entre la red de espectrina-actinay la membrána plas- 
mática lo proporciona la proteína denominada anquirina, que se une tanto a la 
espectrina como al dominio citoplasmático de una proteína transmembrana 
abundante denominada banda 3. Un nexo adicional entre la red de espectrina- 
actina y la membrána plasmática vtene dado por la proteína 4,1, que se fija a las 
uniones de espectrina-actina asi como reconoce el dominio citoplasmático de la 
glicoforina (otra proteína transmembrana abundante). 

Otros tipos de células contienen uniones entre el citoesqueleto cortical y la 
membrána plasmática que son similares a las observadas en los glóbulos rojos. 
Lasproteínas relacionadas con la espectrina (la espectrina no-eritroide también 
se denomina fodrina), la anquirina, y la proteína 4.1 se expresan en una gran 
variedad de tipos celulares, donde realizan funciones anáíogas a aquellas des- 
critas para los eritrocitos. Porejemplo, una família de proteínas relacionadacon 
la proteína 4.1 (las proteínas ERM) unen los filamentos de actina a la membrá¬ 
na plasmática de muchas clases de células, y la proteína similar a la espectrina 
filamina (véase Fig. 11.8) constituye el principál puente entre los filamentos de 
actina y la membrána plasmática de las plaquetas sanguíneas. Otro miembro 
de ešte grupode proteínas relacionadas con la espectrina es la distrofina, que 
tiene un ínterés especial debido a que es el producto del gen responsable de 
dos tipos de distrofias musculares (la de Duchenne y Becker). Estas enterme- 
dades congénitas asociadas al cromosoma X provocan una degeneración pro- 
gresiva del músculo esquelético, y los pacientes con la forma más severa de la 
enfermedad (distrofia muscular de Duchenne) generalmente mueren en la ado- 
lescencia o alrededor de los veinte aňos de edad. La clonación molecular del 
gen responsable de ešte desorden reveló que codifica una proteína de gran 
tamaňo (427 kDa) que se encuentra ausente o alterada en los pacientes con 
distrofia muscular de Duchenne o Becker, respectivamente. La secuencia de la 
distrofina indicó además que está relacionada con la espectrina, con un único do- 
minio de unión a la actina en su extremo amino terminál y un dominio de fijación a la 
membrána en su extremo carboxilo terminál. Al igual que la espectrina, la distrofina 


Figúra 11.12 

Asociación del citoesqueleto cortical 
eritrocitario con la membrána plasmá¬ 
tica. La membrána plasmática se asocia 
con una red de tetrámeros de espectrina 
entrelazada por filamentos cortos de acti¬ 
na asociados con la proteína 4.1. La red 
de espectrina-actina se une a la membrá¬ 
na por la anquirina. que se une tanto a la 
espectrina como a la abundante proteína 
transmembrana banda 3. Un nexo adicio¬ 
nal !o proporciona la unión de la proteína 
4.1 a la glicoforina. 
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Figúra 1113 

Fibras de estrés y adhesiones focales. Microscopía de fluorescencia de un fibroblasto 
humano en el que los filamentos de actina se han teňido con un marcador fluorescente. 
Las fibras de estrés se muestran como haces de filamentos de actina anclados a sitios 
donde la célula se une a la superficie de la placa de cultivo (adhesiones focales) (Don 
Fawcett/Photo Researehers, Inc.) 

forma dímeros que fijan los filamentos de actina a las proteínas transmembrana de 
la membrána plasmática de la célula muscular Estas proteínas transmembrana 
a su vez fijan el cítoesqueleto a ta matriz extrace!u!ar ľ lo que desempeňa u n papel 
importante en mantener la estabilidad celular durante la contracción muscular. 

A diferencia de ia superficie uniforme de los gióbulos rojos sanguíneos, la 
mayoría de las células tienen regiones especializadas en la membrána plasmá¬ 
tica que establecen contactos con células adyacentes, componentes tisulares, 
u otros substratos (como la superficie de una placa de cultivo). Estas regiones 
también sirven como puntos de unión para los haces de filamentos de actina 
que anclan el cítoesqueleto a las zonas de contacto celular, Estas uniones de 
filamentos de actina resultan particularmente evidentes en los fíbroblastos en 
cultivo (Fig 11.13). Estos fíbroblastos en cultivo segregan proteínas de la matriz 
extracelular (véase Cap. 12) que se adhíeren a la superficie plástica de la placa 
de cultivo. Entonces los fibroblastos se unen a la placa de cultivo mediante la 
unión a la matriz extracelular de unas proteínas transmembrana (denominadas 
integrinas). Los sitios de anclaje son regiones discretas {llamadas adhesiones 
focales) que también sirven como sitios de sujeción para unos haces de fila¬ 
mentos de actina de gran tamaňo denominados fibras de estrés. 

Las fibras de estrés son haces contráctiles de filamentos de actina, entre- 
lazados por a-actinina, que anclan a la célula y ejercen tensión sobre el sustra- 
to. Están unídas a la membrána plasmática en las adhesiones focales a través 
de la integrina. Estas asociaciones, que son complejas y no bien entendidas, 
pueden estar mediadas por otras proteínas, incluyendo la talina y la vinculina 
(Fig. 11.14). Por ejemplo, tanto la talina como la x-actinina se unen a los domi- 
nios eitoplasmáticos de las integrinas- La talina también se une a la vinculina, 
que a su vez se une a la actina. Otras proteínas encontradas en las adhesiones 
focales también pueden participar en el anclaje de los filamentos de actina, y 
una combínación de estas interacctones puede ser la responsable de la unión 
de los filamentos de actina a la membrána plasmática. 

El cítoesqueleto de actina se encuentra anclado de forma similar a regiones 
de contacto célula-célula denominadas uniones de adherencia o adherens 
(Fig. 11.15). En las capas de células epitetiales estas uniones forman una es- 


Figura 1114 

Anclaje de las fibras de estrés a la 
membrána plasmática en las adhesio¬ 
nes focales. Las adhesiones focales es¬ 
tán mediadas por la unión de las integri¬ 
nas a proteínas de ta matriz extracelular 
Las fibras d e estrés (haces de filamentos 
de actina entrelazados por a-actinína) se 
unen al dominio citopíasmático de las inte¬ 
grinas mediante asociaciones complejas 
en las que intervienen un cierto numero de 
proteínas. Se muestran dos posibles aso- 
ciaciones: 1) La talina se une a la integrina 
y a la vinculina, que a su vez se une a la 
actina, y 2) la integrina se une a la x-actini- 
na. En las adhesiones focales también se 
encuentran presentes otras proteínas (que 
no se representan) y que pueden estar im- 
plicadas en el anclaje de las fibras de es¬ 
trés a la membrána plasmática. 
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Figúra 11.15 

Änclaje de los filamentos de actina a las uniones de adheren¬ 
cia, Los contactos célula-célula en las uniones de adherencia es¬ 
tán mediados por cadherínas, que sirven como sitios de unión de 
los haces de actina. En las capas de células epiteliales estas 
uniones forman un cinturón continuo de filamentos de actina aire- 
dedor de oada célula. Las cadherínas son proteínas transmem- 
brana que unen //-catenina a sus dominios citoplasmátioos. La 
(F catenina interacciona con la ^catenina, que actúa como nexo 
para los filamentos de actina. 


tructura continua en forma de cinturón (denominada cinturón de adhesión) 
alrededor de cacfa célula, de tal manera que un haz contráetil de filamentos de 
actina subyacente se une a la membrána plasmática. El contacto entre las célu¬ 
las en las uniones de adherencia está mediado por proteínas transmembrana 
llamadas cadherínas, que serán tratadas en e! Capítulo 12. Las cadherínas 
forman un complejo con las proteínas citoplasmáticas denominadas cateninas, 
que se asocian con los filamentos de actina, 

Protuberancias dc la superficie celular 

La superficie de la mayoría de las células tiene diversas protuberancias o exten- 
siones que intervienen en el movimiento celular, la fagocitosis, o en funciones es- 
pecializadas taies como la absorcíón de los nulrientes. La mayoría de estas extensio- 
nes celu la r es superficiales se basan en filamentos de actina, que están organizados 
en haces o redes relativamente estables o que se reorganízan rápidamente, 
Las protuberancias de la superficie celular basadas en la actina mejor carac- 
terizadas son las microvellosidades, extensiones digitiformes de la membrána 
plasmática que son particularmente abundantes en la superficie de las células 
implícadas en la absorción, como las células epiteliales que tapízan el intestino 
{Fig. 11.16). Las microvellosidades de estas células forman una capa sobre la 
superficie apical (denominada borde en cepillo) que consta aproximadamente 
de un millar de microvellosidades por célula y que aumenta de 10 a 20 veces la 
superficie útli para la absorción. Además de su pape! en la absorción, unas formas 
especializadas d e microvellosidades, los esterocilios de las células auditivas, son 
las responsables de la audíción mediante la detección de las vibraciones sonoras, 
Su abundancia y facilidad de aislamiento ha fadlitado el análisis estructuraí 
detallado de las microvellosidades intestinales, las cuales contienen haces pá¬ 
ral e los de 20 a 30 filamentos de actina estrechamente agrupados (Fig. 11.17). 
Los filamentos en estos haces están entrelazados en parte por la fimbrina, una 
proteína formadora de haces de actina (vista anteriormente) que está presente 
en las proyeccíones superficiales de varios tipos de células. Sin embargo, la pra¬ 
té ína formadora de haces de actina más importante en las microvellosidades in- 



0,25 /im 


Figúra 11.16 

Micrografía electrónica de microvello¬ 
sidades. Las microvellosidades (flechas) 
de las células epiteliales intestinales son 
proyecciones digitiformes de la membrá¬ 
na plasmática, Se sostienen mediante ha¬ 
ces de actina anclados en una densa re¬ 
gión del córtex llamada la red terminál. 
(Cortesía de Nobutaka Hirokawa.) 
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Figúra 11,17 

Qrganización de las microvellosidades, Los filamentos de actina centrales de las mi- 

crovellosidades se entrelazan mediante ta fimbrína y la vilfína, constituyendo haces estre- 
chamente agrupados, A to largo de su estructura se unen a la membrána plasmática a 
través de brazos laterales, constituidos por miosina I y calmodulina. Los extremos 
«más«de los filamentos de actina están embebldosen una cápsula de proteinas no identi- 
ficadas en la punta de la microvellosídad. 

testinales es la vidina, una proteŕna de 95 kDa presente en las microvellosidades 
de sólo unos pocos tipos de células especializadas, tales como las que taplzan el 
íníestino y los tubu los renales, A lo largo de su estructura, los haces de actina de las 
microvellosidades se encuentran unidos a la membrána plasmática a través de 
brazos laterales constituidos por la proteína fijadora de calcio calmodulina en aso- 
ciación con fa miosina I, la cuaí puede estar implicada en el movimiento de la mem¬ 
brána plasmática a lo largo del haz de actina de la microvellosídad. En su base, los 
haces d e actina están anclíados en una región rica en espectrina d e la c orte za d e 
actina llamada ía red terminál, que entretaza y estabiliza las microvellosidades. 

A diferencia de las microvellosidades, muchas protuberancias superficiales 
son estr ucturas transitorias que se forman en respuesta a estímulos ambíentales. 
Varios tipos de estas estructuras se extienden desde la parte anterior de la célula 
en movimiento y están implicados en ta locomoción celular (Fíg. 11,18). Los 
pseudópodos son extensiones de un ancho moderado, basados en filamentos 
de actina entrelazados en una red tridimensional T que son responsables de la 
fagocítosis y del movimiento de las amebas sobre una superficie. Los lameiipo* 
dios son extensiones anchas, lamínares, del borde apical de los fibroblastos, que 
de forma similar contienen una red de filamentos de actina. Muchas células tam- 
bién extienden microespinas o ťilopodios, proyecciones delgadas de la mem¬ 
brána plasmática sustentadas por haces de actina. La formación y retracción de 
estas estructuras se basa en el ensamblaje y desensamblaje regufado de los 
filamentos de actina, como se discute en el siguiente apartado. 


Figúra 11,18 

Ejemplos de proyecciones celulares superficiales ímpJicadas en la fagocítosis y el 
movimiento. (A) Micrografía electrônica de barrido mostrando pseudópodos de un ma- 
crófago engullendo una célula tu mora! durante Ja fagocítosis, (B) Ameba con varios pseu¬ 
dópodos extendidos, (C ) Célula de cultivo tisular mostrando lamellpodios (L) y filopodios 
(flecha), (A, K. WassermannA/isuals Ľlnlimited; B, Stanley Fleglor/Visuals Unlimited; C, 
Don Fawcett/Photo Researchers, Inc.) 

(B) (C) 




































Capítulo 11 • Citoesqueleto y movimiento celular • 447 


Actina, miosina y movimiento celular 

Los filamentos de actina, generaímente asociados con Ja miosina, son los res- 
ponsables de muchos tipos de movimientos celulares La miosina es el prototí- 
po de motor molecular —una proteína que convierte energia química en forma 
de AT P en energia mecánica, generando de esta manera fuerza y movimiento, 
El típo de movimiento más sorprendente es la contracción muscular, que ha 
proporcionado el modelo para comprender Jas Interacciones actina-miosina y la 
actividad motora de les moléculas de miosina. Sin embargo, las interacciones 
entre la actina y la miosina son las responsables no sólo de la contracción mus- 
cular sino también de diversos tipos de movimientos de las células no muscula¬ 
res, incluyendo la división celular, por lo que estas interacciones desempeňan 
un pape! centra! en la biológia celular. Más aun, el citoesqueleto de actina es et 
responsable del movimiento de arrastre de las células a lo largo de una superfi- 
cie, que parece que está dirigido directamente por la polimerización de la actina 
asi como por interacciones actina-miosína. 

Contracción mnscular 


Figúra 11.19 

Estructura de las células muscula¬ 
res- Los músculos se componen de ha¬ 
ces de células índivtduales largas (Ila- 
madas fibras musculares) que se 
forman por fusión celular y que contíe- 
nen múitiples núcleos, Cada fíbra mus- 
cutar contiene muchas miofibríllas, que 
a su vez son haces de filamentos de ac- 
tina y miosina organizados en una ca- 
dena de unidades repetidas llamadas 
sarcómeros 
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Las células musculares están altamente especializadas en una única tarea, la 
contracción, y es esta especíalizadón en su estructura y función lo que convierte 
al músculo en el prototipo para e! estudio del movimiento a nivel molecular y 
celular. Existen tres tipos distinfos de células musculares en los vertebrados: 
músculo esquelético, responsable de todos los movimientos voluntarios; músculo 
cardiaco, que bombea la sangre desde el corazón; y músculo físo, responsable 
de los movimientos involuntarios de órganos tales como el estomago, íntestino, 
utero y vasos sanguíneos. Tanto en el músculo esquelético como en et músculo 
cardiaco, los element os contráctíles del citoesqueleto aparecen en estructuras 
altamente organizadas que dan lugar al patrón característico de estriaciones 
íransversafes. La caracterización de estas estructuras en el músculo esquelético 
es lo que nos ha permitido comprender la contracción muscular, y otros movi¬ 
mientos celulares basados en la actina, a nivel molecular. 

Los múscufos esqueléticos son haces de fibras musculares. que son células 
índivíduales grandes (de aproxtma- 
damente 50 um de díámetro y varios 
centímeiros de longitud) formadas 
por la fusión de muchas células indi- 
viduales durante el desarrollo (Fíg 
11.19). La mayor parte del citoplas- 
ma está constituido por miofibríllas, 
que son haces cilíndricos de dos tí- 
pos de filamentos: filamentos grue- 
sos de miosina (aproximadamente 
de 15 nm de diámetro) y filamentos 
delgados de actina (alrededor de 
7 nm de diámetro). Cada miofibrílla 
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(A) Banda I 


Banda A 


Figúra 1h20 

Estructura del sarcómero. (A) Micrografia electrónica de 
u n sarcómero. (B) Diagrama mostrando ta organización de 
los filamentos de actina (delgados) y míosina (gruesos) en 
las regiones indícadas, (A, Frank A Repe/Biological Photo 
Service.) 
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Sarcómero 


se estructura a modo de una cadena de unidades contráctiles llamadas sarcó- 
meros. que son los responsables de la aparíencia estriada de los músculos 
cardfaco y esquelético. 

Los sarcómeros (que miden aproxtmadamente 2,3 |tm de longitud) constan 
de varias regiones diferenciadas, discernibles por microscopía electrónica, lo 
que permittó revelar el mecanismo de la contracción muscular (Fig. 11,20), Los 
extremos de cada sarcómero vienen delimitados por el disco Z. Dentro de cada 
sarcómero alternan bandas oscuras (llamadas bandas A porque son anisótro- 
pas cuando se observan con iuz polarizada) con bandas claras (llamadas ban¬ 
das I por ser /sótropas). Estas bandas se corresponden con la presencía o 
ausencia de filamentos de miosina, Las bandas I solamente contienen filamen- 
tos delgados (de actina), mientras que las bandas A contienen filamentos grue- 
sos (de miosina). Los filamentos de miosina y actina se solapan en regiones 
periféricas de la banda A, mientras que una región intermedia (llamada zóna H) 
contiene sólo miosina. Los filamentos de actina se unen por sus extremos 
«más»ai disco Z, que contiene la proteína de entrecruzamiento a-actinina, Los 
filamentos de miosina se unen en la zóna média del sarcómero, la línea M. 

Otras dos proteínas (titina y nebulina) también contribuyen a la estructura y 
estabilidad del sarcómero (Fig. 11.21). La titina es una proteína extremadamen- 
te grande (3.000 kDa), y se extienden moléculas indíviduales de titina desde la 
línea M hasla e! disco Z. Estas largas moléculas de titina se cree que actuan 
como muelles que mantienen los filamentos de miosina centrados en el sarcó- 


Figura 11.21 

Titina y nebufina. Las moléculas de titi¬ 
na se extienden desde el disco Z hasta la 
línea M y actúan como muelles que man- 
tienen los filamentos d e miosina centra¬ 
dos en el sarcómero. Las moléculas de 
nebulina se extienden desde el disco Z y 
se piensa que determinan la longitud de 
los filamentos de actina asociados. 
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Figúra 11.22 

Modelo de deslizamiento de los filamen- 
tos de la contracción muscular. Los fi- 

lamentos de actina se deslizan sobre los 
filamentos de miosina hada la zóna média 
del sarcomero. El resuÉtado es el acorta- 
miento del sarcómero sin ningún cambio 
en la longitud de los filamentos. 


Contracción 












mero y mantienen la tensión de reposo que permite al músculo retraerse sí se 
extiende en exceso. Los filamentos de nebulina están asooíados eon la actina y 
se piensa que regulan el ensamblaje de los filamentos de actina actuando como 
reglas que determinan su longitud. 

La base para comprender la contracción muscular es el modelo de desliza- 
miento de los filamentos, propuesto por primera vez en 1954 por Andrew 
Huxley y Ralph Niedergerke y por Hugh Huxley y Jean Hanson (Fíg, 11,22). 
Durante Ja contracción muscular, cada sarcómero se encoge, acercando los 
díscos Z, La amplitúd de la banda A no varia, pero tanto tas bandas I como la 
zóna H casi desaparecen por compieto, Estos cambios se explican porque los 
filamentos de actina y miosina se deslizan uno sobre otro, por lo que los filamen¬ 
tos de actina ocupan la banda A y la zóna H, Por lo tanto, la contracción muscu¬ 
lar se debe a la interacción entre los filamentos de actina y miosina que genera 
el movimiento relativo de uno respecto al otro. La base molecular de esta inte¬ 
racción es la unión de la miosina a los filamentos de actina, lo que permite a la 
miosina funcionar como un motor que dírige el destízamiento de los filamentos. 

Ef tipo de miosina presente en el músculo (miosina II) es u na proteína muy 
grande (aproximadamente 500 kDa) constituida por dos cadenas pesadas idénti- 
cas (alrededor de 200 kDa cada u na) y dos pares de cadenas ligeras (alrededor 
de 20 kDa cada una) (Fig. 11.23). Cada cadena pesada consta de una cabeza 
globular y de una cola larga en -/-hélice, Las colas en 3 -hélice de dos cadenas 
pesadas se enrollan una alrededor de la otra en una estructura de espiral enrotia- 
da (coiled-coif) para formar un dŕmero, y dos cadenas ligeras se asocian con el 
cuelio de cada región de ta cabeza para formar ta molécula completa de miosina II 

Los filamentos gruesos del músculo están constituidos por varios cíentos de 
moléculas de miosina, unidas por interacciones entre sus colas, en una disposi- 
cíón paralela escaíonada (Fig. 11.24). Las cabezas globulares de miosina se 
unen a la actina, formando puentes cruzados entre los filamentos gruesos y 
delgados. Es importante seňalar que la orientación de las moléculas de miosina 
de los filamentos gruesos se invierte a partir de la línea M def sarcómero. De 
igual forma, la polaridad de los filamentos de actina (los cuales se unen a los 


Figúra 11.23 

Miosina II. La molécula de miosina II consta de dos cadenas pesadas y dos pares de 
cadenas ligeras (denominadas cadenas ligeras esenciales y reguladoras). Las cadenas 
pesadas tienen regiones de cabeza globular y colas largas en ?-hélice, que se enroflan 
una alrededor de la otra para formar dímeros. 
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Figúra 11 24 

Organización de ios filamentos gruesos de miosina. Los filamentos gruesos están 
constituidos por Ja asociación de varios cientos de moléculas de miosina II en una forma- 
ción escalonada. Las cabezas globulares de la miosina se unen a la actina, formando 
puentes eruzados entre los filamentos de miosina y de actina. La orientación de los fila¬ 
mentos de actina y miosina se invierte a partir de la línea M, por lo que su polaridad 
reiafíva es igual en ambos lados del sareómero. 


discosZ por sus extremos «mäs») se invierte a partir de la linea M t por lo que la 
orientación relativa de los filamentos de actina y miosina es ía misma en ambas 
mitades del sareómero. Como se verá más adelante, la actividad motora de la 
miosina mueve sus grupos de cabeza a lo largo del fiJamento de actina en la 
dirección del extremo «más». Ešte movimiento desliza los filamentos de actina 
desde ambos lados del sareómero hacía la linea M, lo que acorta el sareómero y 
tiene como resultado en la contracción muscular. 

Además de unirse a la actina, las cabezas de miosina fijan e hidrolizan ATP. 
el cual proporciona la energia para dirígir el desíizamiento de los filamentos. 
Esta transformación de energia química en movimiento se realiza mediante 
cambios en ia forma de la miosina debidos a la unión del ATP, El modelo co- 
múnmente aceptado (el modelo de vaivén o balanceo deJ puente eruzado) es 
que la hidrólisis de ATP provoca repetidos ciclos de interacción entre las cabe¬ 
zas de miosina y la actina. Durante cada ciclo, los cambios conformacionales en 
la miosina conducen al movimiento de las cabezas de miosina a lo largo de los 
filamentos de actina. 

Aunque los mecanísmos moleculares no están todavia completamente dilu- 
cidados, se ha proporcionado un modelo piausible de la actividad de la miosina 
a partir de estudios in vitro del movimiento de la miosina a lo largo de filamentos 
de actina (un sistema desarrotlado por James Spudich y Michael Sheetz) y a 
partir de la determinación de la estructura tridimensional de la miosina por Ivan 
Rayment y sus colaboradores (Fig, 11.25). E! ciclo comienza con la miosina (en 
ausencia de ATP) unida fuertemente a Ja actina. La unión de ATP disocia el 
complejo miosina-actina y la hidrólisis del ATP induce un cambio conformacio¬ 
na! en la miosina. Ešte cambio afecta a la región deJ cuetlo de la miosina que 
une las cadenas ligeras (vease Fig, 11.23), que actua como un brazo de paian- 
ca desplazando la cabeza de miosina aproxímadamente 5 nm. Los productos 
de la hidrólisis (ADP y P,.) permanecen unidos a Ja cabeza de miosina, diciéndo- 
se que está en posición «ladeada». La cabeza de miosina se vuelve a unir aí 
filamentode actina en una nueva posición, produciéndose la liberación de ADP y 
P, y disparando el «golpe de potencia?*, por el cual la cabeza de miosina retorna a 
su conformación iniciál, deslizando de esa manera los filamentos de actina hada 
la línea M del sareómero. 


Figúra 11.25 

Modelo para la actuación de la miosina. La unión del ATP disocia la miosina de la actina 
Entonces la hidrólisis de ATP induce un cambio conformacional que desptaza al grupo de 
cabeza de la miosina, A esto le sígue la unión de la cabeza de miosina en una nueva 
posición sobre eJ filamento de actina y ia liberación de ADP y P„ El regreso de la cabeza de 
miosina a su conformación originál dirige el desíizamiento del filamento de actina. 
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Figúra 11,26 

Asociación de la tropomiosina y tropo- 
ninas a los tilamentos de actina. (A) La 

tropomiosina se une longitudinaimeníe a 
Ig largo de los filamentos de actina y, en el 
músculo estriado, se asocia con un com- 
plejo de tres troponinas: troponina I (Tni), 
troponina C (TnC) y troponina T (TnT), En 
ausencia d e el co m p lej o de tropomio- 

sinaTroponina bloquea la fijación de la 
miosina a la actina. La unión del Ca 2t a la 
TnC altera la disposición del complejo, re- 
tirando la inhibición y permitiendo que la 
contraeción tenga lugar. (B) Vista en sec- 
ción transversal. 


La contraeción del músculo esquelético es disparada por ímpulsos nervio- 
sos que estimulan la liberación de Ca 2 ' desde el retículo sarcoplásmico —una 
red especiallzada de membranas internas, similar al retículo endoplasmático, 
que almacena una elevada concentración de iones Ca 2i —. La liberación del Ca 2 ' 
desde el retículo sarcoplásmico incrementa la concentración de Ca 2 ^ en el cito- 
sol desde t aproximadamenie, 10 _/ a M. El aumento de la concentración de 
Ca 2 * es la seňal para la contraeción muscular, interviniendo dos proteínas acce- 
sorias unídas a los filamentos de actina: la tropomiosina y la troponina (Fig. 
11.25), La tropomiosina es una proteína fibrosa que se une a lo iargo del surco 
de los filamentos de actina. En el músculo estriado, cada molécula de tropomio- 
sína se une a la troponina, la cual es un complejo de tres polipéptidos: troponina 
C (de unión a Ca 2+ ), troponina I (inhibidora), y troponina T (de unión a la tropo- 
miosina), Cuando la concentración de Ca 2+ es baja, el complejo de las troponi¬ 
nas con la tropomiosina bloquea la interacción de la actina y la miosina, por lo 
que el músculo no se contrae. A altas concentracíones, la unión del Ca 2+ a la 
troponina C altera la disposición del complejo, retirando la inhibición y permi¬ 
tiendo que se produzea la contraeción, 

Asociaciones contráctiles de actina y miosina en células 
no musculares 

En las células no musculares también se encuentran asociaciones contráctiles 
de actina y miosina, similares a versiones a pequeňa escala de las fibras mus- 
cuíares. Al igual que en el músculo, los filamentos de actina en estos ensambla- 
jes contráctiles están intercalados con filamentos bipolares de miosina II, cons- 
tituidos por 15 a 20 moléculas de miosina II, los cuales producen la contraeción 
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Figúra 11,27 

Asociaciones contráctiles en células no musculares. Los filamen- 

tos bipolares de miosina II producen !a contracción deslizando los fila¬ 
mentos de actina en direeeiones opuestas. 
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deslizando los filamentos de actina uno sobre otro (Fig 11.27). Los filamentos 
de actina en los haces contráctiles de las células no musculares también están 
asociados a la tropomiosina, que facilita su interacción con la miosina II, proba- 
blemente en competencía con la filamína por los sitios de unión a la actina, 

Dos ejemplos de asociaciones contráctiles en células no musculares, las 
fibras de estrés y los cínturones de adhesión, fueron tratados anteriormente al 
hablar de la unión del citoesqueleto de actina a regiones de contacto sustrato- 
célula y célula-célula (véanse Figs. 11*14 y 11.15). La contracción de las fibras 
de estrés genera tensión a lo largo de la célula, permitiendo a la célula tirar del 
sustrato (p. ej., la matriz extracelular) al que está anclada. La contracción de los 
cinturones de adhesión altera la forma de las capas de las células epiteiiales: un 
proceso que es particuľarmente importante durante el desarrollo embrionario, 
cuando las capas de células epiteliales se pliegan para generar estructuras 
como pueden ser los tubos. 

Sin embargo, el ejemplo más notorio de contracción mediada por actina- 
miosina en células no-musculares lo proporciona la citocinesis —la dlvisión de 
una célula en dos tras la mítosis (Fig. 11.28)—. Hacia el final de la mitosis en las 
células animales, un anillo contráctil formado por filamentos de actina y de 
miosina II se ensambla justo debajo de la membrána plasmática. Al contraerse, 
tíra progresivamente de la membrána plasmática hacia dentro* estrangulando la 
célula por el centro y dividiéndola en dos. Es interesante seňalar que el grosor 
del anillo contráctil permanece constante según se contrae, lo que implica que 
los filamentos de actina se desensamblan a medida que avanza la contracción. 
Tras la división celular el anillo se disgrega por completo. 

La regulación de la contracción por actina-miosina en el músculo estriado, 
vista anteriormente, tiene lugar mediante la unión de Ca 2+ a ía troponina. Sin 
embargo, en las células no musculares y en el músculo liso la contracción se 
regula principalmente por la fosforilación de una de las cadenas figeras de la 
miosina, la denominada cadena lígera reguladora (Fig, 11.29). La fosforilación 
de la cadena ligera reguladora en estas células tiene al menos dos efectos: 
promueve el ensamblaje de la miosina en filamentos, y aumenta la actívidad 
catalítica de la miosina, permitiendo que la contracción tenga lugar. La enzima 
que cataliza esta fosforilación, denominada quinasa de la cadena ligera de Ka 
miosina, está regulada por la asociación con la proteína de unión de Ca 2+ cal- 
modulina El aumento del Ga^ citosólico promueve la unión de la calmodulina 
a la quinasa. lo que origina la fosforilación de la cadena ligera reguladora de la 
miosina, Por lo tanto, el incremento del Ca 2+ citosólico es el responsable. aun- 
que indirectamente, de la activación de la miosina en el músculo liso y en las 
células no musculares, asi como en el músculo estriado. 


Figúra 11.28 

Citocinesis. Tras completarse la mitosis {división nuclear), un anillo contráctil formado 
por filamentos de actina y miosina II divide la célula en dos. 
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Figúra 11,29 

Regulación de la miosina por fosforílación. El Ca 2+ se fija a la calmodulína. que a su 
vez se une a la quinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK) El complejo activo 
calmodulina-MCLK entonces fosforila la cadena ligera reguladora de la miosina II, lo que 
hace que la miosina pase de un estado inactivo a otro activo 
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Acfemäs de la miosina II (miosina «convencional» de dos cabezas), en las célu- 
las no musculares se encuentran otros tipos de miosinas, A diferencia de la 
miosina II, estas miosinas «no convencionales» noforman filamentos y partám 
to no están implicadasen la contracción. Sín embargo, pueden estar ímplicadas 
en otros tipos de movimientos celulares, tales como el transporte de vesículas 
de membrána y orgánulos a lo largo de los filamentos de actina, la fagocitosis y 
la extensión de los pseudópodos en las amebas (véase Fig. 11.18), 

Las miosinas no convencíonales mejor estudiadas son miembros de la famí¬ 
lia de la miosina I (Fig. 11.30). Las proteínas miosina I contienen un grupo de 
cabeza globular que actúa como un motor molecular, al igua! que en la miosina It. 
Sin embargo, los miembros de la família de la miosina I son moléculas mucho 
más pequeňas (aproxímadamente 110 kDa en las células de memíferos) que 
carecen de la cola larga de la miosina II y no forman dímeros. Sus colas pueden 
no obstaňte unirse a otras estructuras, como a las vesículas de membrána o a 
orgánulos. El movimiento de !a miosina I a lo largo de un filamento de actina 
puede entonces transportar la carga que lleve unida, Una función de la miosina I, 
vista anteriormente. es la formación de los brazos laterales que unen a los filamen¬ 
tos de actina con la membrána plasmátíca de las microvellosídades íntestinales 
(véase Fíg. 11.17). En estas estructuras, la actividad motora de la miosina i puede 
mover la membrána plasmátíca a lo largo de los haces de actina haaa la punta de 
la microvellosídad, La miosina I pôdna intervenir también en el transporte de Jas 
vesículas y de los orgánulos a lo largo de los filamentos de actina y en el movimiento 
de la membrána plasmátíca du raňte la fagocitosis y la extensión de pseudópodos, 
Además de las miosinas I y II, al menos otras 12 clases de miosinas no con- 
vencionales (III hasta XIV) han sido identificadas. Algunas de estas miosinas no 
convencíonales tienen dos cabezas como la miosina II, mientras que otras pre- 
sentan una cabeza como la miosina I (Fig, 11 31). Las funciones de la mayor 
parte de estas miosinas no convencíonales no se han determinado, pero se ha 
demostrado claramente que algunas desempenan un papel importante en el mo¬ 
vimiento de los orgánulos (miosinas V y VI) y en funciones sensoriales tales como 
la visión (miosina III) y la audición (miosinas VI y VII). Además, algunas de estas 
miosinas participan en la reorgantzacion de filamentos de actina, 


Filamento de actina 



Figúra 11.30 

Miosina i. La miosina I contiene un grupo 
de cabeza similara la miosina J!, pero pre- 
senta una cola comparativamente peque- 
ňa y no forma dímeros ni filamentos. Aun- 
que no puede inducir la contracción, la 
miosina i puede trasladarse a lo largo de 
los filamentos de actina (hada el extremo 
«más») portando diversos cargas (como 
vesículas de membrána) unidas a su cola. 
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Figúra 1F31 

Extrém o + Miosina V. La miosina V es una miosina con dos eabezas como la 
I! Transporta organelos y otra mercancía (p. ej., filamentos inter- 
medios) hacia los extremos + de los filamentos de actina. El mode- 
lo que se muestra está basado en datos recientes obtenidos por 
cnstalografía de rayos X. (R. D. Vale, 2003. Cett 112: 467.) 


Migráciou y a r rastre celu la r 

El movimiento de les células sobre una superfície representa una forma 
básíca de locomoción celular, empleada por varíos tipos de células. 
Ejemplos de esto son los movimientos de las amebas* la migradón de 
las células embrionarias durante el desarrollo, la invasión de tejidos por 
los glóbulos blancos sanguíneos para combatir una infeccion, la migrá¬ 
ciou de las células implicadas en la cicatrízadón de !as heridas y la 
propagación de las células cancerosas durante la metástasis de los 
tumores malígnos. Movimientos similares son también los responsa- 
bles de la fagocitosis y de la extensión de las prolongaciones de las 
células nerviosas durante el desarrollo del sisíema nervioso. Todos es- 
tos movimientos se basan en las propiedades dinámicas del citoesque- 
leto de actina, aunque aún no se comprende en su íotalidad los detalles 
del mecanísmo. 

La migracion o arrastre celular implica un eiclo coordinado de movi¬ 
mientos, en el que pueden identificarse tres pasos. En primer lugar, se 
deben extender protuberanciascomo pseudópodos, lamelipodios o mi- 
croespinas (véase Fig, 11.18) desde el borde delantero de la célula 
(Fíg. 11.32). En segundo lugar. estas exfensiones deben sujetarse al 
sustrato por el que la célula migra. Finalmente, el borde posteríor de la célula 
debe disociarse del sustrato y retraerse hacia el cuerpo celular. Una variedad 
de experimentos índícan que la extensión del frente de avance implica la ramífi- 
cacičn y polimerización de filamentos de actina. Así P la inhĺbición de la pofimeri- 
zación de actina (p. ej„ mediante el tratamiento con citocalasina) bloquea la 
formación de prolongaciones de la superfície celular. 

Eí movimiento celular in vivo se entiende mejor en la cicatrización de heri- 
das, donde las células del borde de un corte se mueven sobre la matriz extrace- 
lular, o las células subyacentes, para cubrlr la herída. La reguladón de ešte 
proceso implica a proteínas GTPasas de bajo peso molecufar de la família Rho, 
de las que se habla en el Capífulo 13. Las proteínas Rho inicían el erecimiento 
local y la ramificación de los filamentos de actina, activando al compíejo Arp2/3 
para crear ramas y a ía ADF/cofilína para escindir los filamentos preexístentes y 
permitír nuevo erecimiento a partir de los nuevos extremos positivos. A medida 
que se extienden los nuevos microfilamentos en la prolongación celular, los 
microtúbulos reorganizados y los nuevos microfilamentos proporcionan vías 
para el sumínistro de vesículas membranosas y proteínas, necesarias para la 
sucesiva extensión. Entre estas proteínas se encuentran las proteínas formado- 
ras de haces de actina, necesarias para la formación de haces de actina y fibras 
de estrés inmediatamente detrás del frente de avance, proteínas de la família 
calponina, proteínas como la talina y la vinculína que se encuentran en las ad- 
hesiones focales (véase Fig. 11.14) y la cortactina—una proteína asociada a la 
membrána, que ancla al compíejo Arp2/3 a la membrána en el frente de avance. 
Las proteínas de los filamentos intermedios también son transportadas hacia ei 


Figúra 11,32 

Arrastre celular, El movimiento de arrastre de las células a través de una superficie 
puede considerarse como tres pasos de un movimiento coordinado: (1) extensión del 
borde delantero, (2) sujeción de la zóna anterior al sustrato y (3) retracción de la parte 
posterior de la célula hacia el cuerpo celular. 
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f rente de avance, donde son utilizadas para la reorganización de la red de fila¬ 
mentos intermedios. Tanto la quinesina como la miosina funcíonan como moto- 
res que participan en estos procesos. En las neuronas, la miosina no conven- 
cionai, miosina V, es necesaria para proporcionar los nuevos componentes de 
membrána para la extensión de filopodios. 

La adhesión celular a la superficie, requiere la reconstruccíón de las adhe- 
siones célula-sustrato o célula-célula. Para las células de movimiento lento, 
como las células epíteliales o los fibrobíastos, la adhesión implica la formación 
de adhesionesfocales (véase Fíg, 11.14). Las células que se mueven más rápi- 
do, como las amebas o los ieucocítos, forman contactos más difusos con el 
sustrato, cuya composición molecular no se conoce. La reconstrucción de tas 
adhesiones focaies tiene lugar en dos pasos: la aparíción de pequeňos comple^ 
jos focaies que contienen algunos microfilamentos unidos a integrinas, y el cre- 
cimíento de esos complejos focaies para formar contactos focaies maduros 
(ilustradoen la Fig. 11.14). La apanción de contactos focaies maduros requiere 
el desarroilo de tensión entre la célula y el sustrato, la cua! se genera mediante 
la accŕón de los motores de miosina, sobre los haces de actina o las fibras de 
estrés. 

El estadio finai de la migración celular, la retracción deí extremo posterior, 
implica la acción de pequeňas proteínas de unión a GTP de !a família ARF 
(véase Cap 9), que degradan las adhesiones focaies existentes en el extremo 
posterior de la célula. La contraccíón de los haces de actina y las fibras de 
estrés, conectadas a las nuevas adhesiones focaies formadas en el frente de 
avance, genera entonces la fuerza necesaria para arrastrar el extremo posterior 
de ía célula hada delante, La necesidad de la miosina II para la retracción dei 
extremo posterior f ue demostrada en primer lugar en muíantes de Dictyostelium 
que carecen de miosina II, pero es ahora conocida en todas las células euca- 
riotas. 


Filamentos intermedios 

Los filamentos intermedios tienen un diámetro de unos 10 nm, eí cual es ínter- 
medio entre los diámetros de los otros dos elementos principales del citoesque- 
leto, los filamentos de actina (de unos 7 nm) y los mícrotúbulos (de unos 25 nm). 
A diferencia de los filamentos de actina y de los mícrotúbulos, los filamentos 
intermedios no están direcíamente implicados en los movimientos celulares. 
Parecen desempeňar básicamente 


un pape! estructural proporcíonando 
resistencia mecánica a las células y 
tejidos. 

Proteínas de los filamentos 
intermedios 

Míentras que los filamentos de acti¬ 
na y los mícrotúbulos son polímeros 
constituidos por un solo tipo de pro- 
teínas (actina y tubulina, respectíva- 
meňte), los filamentos intermedios 
estän compuestos por díversas pro- 
teinas que se expresan en distintos 
tipos de células. Más de 50 proteí- 
nas diferentes de filamentos inter¬ 
medios han sido identificadas y cla- 
sificadas en seis grupos en función 
de las símilitudes entre sus secuen- 
cias de aminoäcidos (Tabla 11.1), 


TABLA 11.1. Proteínas de los filamentos intermedios 


Tipo 

Proteína 

Tamaňo (kD) 

Lugar de expres i ó n 

I 

Queratinas ácidas (-15 
proteínas) 

40-60 

Células epíteliales 

II 

Queratinas neutras o básicas 
(-15 proteínas) 

50-70 

Células epíteliales 

II] 

Vimentina 

54 

Fibrobíastos, glóbulos blancos 
sanguíneos y otros tipos de células 


Desmina 

53 

Células musculares 


Proteína ácida fibrilar g lial 

51 

Células gliales 

IV 

Periferina 

Proteínas de neurofitamentos 

57 

Neuronas periférícas 


IVJF-L 

67 

Neuronas 


N F-M 

150 

Neuronas 


NF-H 

200 

Neuronas 


2 -lnternexina 

66 

Neuronas 

V 

Lá m i nas nucleares 

60-75 

Lámina nudear de todo tipo de 
células 

VI 

Nestína 

200 

Células madre del sistema nervioso 
centrál 
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Losíípos I y H son dos grupos de queratinas, constituidos cada uno por aproxi- 
madamente 15 proteínas diferentes, que se expresan en las células epiteliales. 
Cada tipo de céiula epitelial sintetiza a! menos una queratina de ti po I (ácida) y 
una de tipo II (neutra/básica). que copolimerizan para formar filamentos, Algu- 
nas queratinas de tipo I y II (denomínadas queratinas duras) son constituyen- 
tes de estructuras tales como pelo, uňas y cuernos. Las otras queratinas de tipo 
I y It (queratinas blandas) son abundantes en el cítoplasma de las células 
epiteliaies, expresándose queratinas diferentes en los distintos tipos celulares 
diferenciados, 

Las proteínas tipo iil de filamentos intermedios Induyen a la vimentina, que 
se encuentra en diferentes típos de células, incluyendo fibroblastos, células de 
músculo liso y glóbulos blancos sanguíneos. Otra proteína tipo III, la desmina, 
se expresa de manera específica en las células musculares, donde eoneeía los 
discos Z de los elementos contráctiles indivíduales. Una tercera proteína tipo III 
de filamentos intermedios se expresa de forma específica en las células glsales, 
y una cuarta en neuronas del sistema nervioso periférico. 

Las proteínas tipo IV de filamentos intermedios íncluyen a las tres proteínas 
de neurofilamentos (NF) (designadas NF-L, NF-IVL y NF-H de /íght -ligera-, 
médium 'média-, freavy -pesada- ŕ respectivamente), Estas proteínas forma n 
los filamentos intermedios princípales de muchos tipos de neuronas maduras. 
Abundan principalmente en los axones de las neuronas motoras y se piensa 
que desempeňan un papel crítico en el sosien de estás prolongaciones largas y 
delgadas, que pueden extenderse más de un metro de longitud Otra proteína 
tipo IV (xanternexina) se expresa en una etapa anterior del desarrollo neuronal, 
previa a la expresión de las proteínas de neurofilamentos. La única proteína tipo 
VI de filamentos intermedios (nestína) se expresa en una etapa anterior del 
desarrollo de las neuronas, en las células madre del sistema nervioso centraL 
Las proteínas tipo V de filamentos intermedios son las lámínas nucleares. que 
se encuentran en la mayorŕa de las células eucariotas. En vez de ser parte del 
citoesqueteto, las lámínas nucleares son componentes del núcleo, donde se en- 
sambian para formar una red ortogonal sobre la que se asíenta la envuelta nu- 
clear y que se extiende difusamente hacia el interior nuclear (véase Fig. 8.3), 

A pesar de la considerable diversidad en el tamaňo y en la secuencia de amL 
noácidos, las diferentes proteínas de filamentos intermedios muestran una orga- 
nización estructura! común (Fíg. 11.33). Todas las proteínas de filamentos ínter- 
medios tienen un dominio en 7-héiice como eje centra! de aproxímadamente 310 
aminoácidos (350 aminoácidos en las lámínas nucleares). Esfe dominio de eje 
centrál está flanqueado por dominios amino- y carboxilo- terminales, que varian 
entre las diferentes proteínas de filamentos intermedios en tamaňo, secuencia y 
estructura secundaria, Como se tratará a continuación, el dominio centrál en y - 
hélice juega un papel fundamental en el ensamblaje de los filamentos, mientras 
que los dominios variables de la cabeza y la cola presumiblemente determinan las 
funciones especŕficas de las diferentes proteínas de los filamentos intermedios. 

Ensamblaje de los filamentos intermedios 

El prtmer paso en e! ensamblaje de los filamentos es la formación de dímeros en 
los cuales los dominios de eje centra! de dos cadenas polipeptídicas están enro~ 
llados uno alrededor del otro en una estructura de espiral enrollada ( coiled-coií ), 
simiíar a la formada por las cadenas pesadas de la miosina II (Fig. 11.34). Los 

Figúra 11.33 

Estructura de las proteínas de filamen¬ 
tos intermedios. Las proteinas de fila¬ 
mentos intermedios contsenen un dominio 
en 2 -hélíeecomo eje centra! de, aproxima- 
damente, 310 aminoácidos (350 aminoá¬ 
cidos en las lámínas nucleares). El domi¬ 
nio de cabeza N-terminal y el dominio de 
cola C-terminal varian en tamaňo y forma. 
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Figúra 11,34 

Ensamblaje de los filamentos intermedios. Los domínios 
del eje centrál de dos polipéptidos se enrollan uno con otro en 
una estructura de espiral enrollada (coiledcoií) para formar dí- 
meros. Los dímeros entonces se asocian de un modo escalona- 
do antiparalelo para formar tetrámeros. Los tetrámeros se aso* 
cían extremo con extremo para formar protofilamentos y 
late ral meňte para formar filamentos. Cada filamento contlene 
aproximadamente ocho protofilamentos enrollados uno alrede- 
dor del otro en una estructura a modo de cuerda. 


i 



i 


Filamento 



dímeros entonces se asocian de un modo escalonado antiparalelo para formar 
tetrámeros. que se ensamblan extremo con extremo para formar protofilamen¬ 
tos. El filamento intermedio resultante contiene aproximadamente ocho protofila¬ 
mentos enrollados uno alrededor del otro en una estructura a modo de cuerda. 
Debido a que el ensamblaje se produce a partir de tetrámeros antiparalelos, am- 
bos extremos de los filamentos intermedios son equivalentes. Por lo tanto, y a 
diferencia de los filamentos de actina y de los microtubulos, los filamentos inter¬ 
medios son apolares; no tienen diferenciados un extremo «más» y «menos=>. 

El ensamblaje de filamentos requiere interacciones entre los tipos específi- 
cos de proteinas de filamentos intermedios. Por ejemplo. los filamentos de que- 
ratina siempre se ensamblan a partir de heterodímeros que contienen un poli- 
péptido de tipo I y uno de tipo II. Por el contrario. las proteinas de tipo III pueden 
ensamblarse en filamentos constituidos porun único polipéptido (p. ej., vimenti- 
na) o constituidos por dos proteinas de tipo III diferentes (p. ej., vimentina más 
desmina), Sin embargo, las proteinas de tipo lil no forman copolímeros con las 
queratinas. Entre las proteinas de tipo IV, la x-internexina puede ensamblarse 
en filamentos consigo mistrna, mientras que las tres proteinas de neurofilamen- 
tos copolimerizan para formar heteropotímeros. 

Los filamentos intermedios suelen ser más estables que los filamentos de 
actina o los microtubulos y no exhiben el compodamiento dinámico asociado a 
estos otros elementos del citoesqueleto (p. ej., el intercambio rotatorio de los 
filamentos de actina que se muestra en la Fig. 11.4). Sin embargo, las proteinas 
de filamento intermedio suelen ser modiftcadas por fosforíladón, que puede re- 
gular su ensamblaje y desensamblaje en la célula. El ejempio más claro es la 
fosforilación de las láminas nucleares (véase Fig. 8.31), que da como resultado 
en ei desensamblaje de la lámina nuclear y la disgregación de la envuelta nu- 
clear durante la mitosis. Los filamentos intermedios citoplasmáticos, como la 
vimentina, también son fosforilados, lo que puede llevar a su desensamblaje y 
reorganización durante los procesos de división o migración celular. 

Organizáciou intracelular de los filamentos intermedios 

Los filamentos intermedios forman una elaborada red en el citoplasma de la 
mayoría de las céiulas, extendiéndose a partir de un anillo que rodea al núcleo 
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Figúra 11.36 

Fijación de los filamentos intermedios 
a los desmosomas y hemidesmoso¬ 
mas* (A) Micrografŕa electrónŕca mostran- 
do filamentos de queratina (flechas) unidos 
a placa s densas de proteínas intracelufa- 
res a ambos lados de un des m osom a. (B) 
Esquema d e un desmosoma. Los filamen¬ 
tos intermedios están anclados a lugares 
de adhesión célula-célula mediante la des- 
moplaquina. (C) Esquema. de un hemides- 
mosoma. Los filamentos intermedios es- 
tán unidos a una integrina por la plectina, 
(A, Don Fawcett/Fhoto Researchers, inc.) 


Figúra 11.35 

Organización intracelular de los filamentos de queratina. Micrograťia de células epi¬ 
teliales teňídas con anticuerpos fŕuorescentes contra la queratina (verde). El núcleo se ha 
teňido de azul. Los filamentos de queratina se extienden a partir de un anillo que rodea al 
núcleo hasta la membrána plasmática. (Nancy Kedersha/Immunogen/Photo Resear¬ 
chers, ínc.) 


hasta la membrána plasmática {Fíg. 11,35), Tanto los filamentos de queratina 
como los de vimentina se fijan a la envuefta nuclear, aparentemente con la fun¬ 
ción de posicionar y anclar el núcleo dentro de la célula. Además, los filamentos 
intermedios pueden asociarse no sólo con fa membrána plasmática sino también 
con los otros elementos del citoesqueleto, filamentos de actina y microtúbulos. 
Por lo tanto, los filamentos intermedios proporcionan un andamiaje que Integra a 
los componentes del citoesqueleto y organiza la estructura interná de la célula. 

Los filamentos de queratina de tas células epiteliales están fuertemente an¬ 
clados a la membrána plasmática en dos áreas especíalizadas de contacto ce¬ 
lofán los desmosomas y hemidesmosomas (Fig. 11.36). Los desmosomas 
son uniones entre células adyacentes, en las que los contactos célula-célula 
están medíados por proteínas transmembrana relacionadas con las cadherinas. 
En su tado citoplasmáttco, los desmosomas se asocian con una placa densa 
caracteristica de proteínas intraceiulares, a la que se andan los filamentos de 
queratina. Estos anclajes están mediados por la desmoplaquina, un miembro 
de una família de proteínas denominadas plaquinas que unen filamentos inter- 
medios y los vinculan a otras estructuras celulares. Los hemidesmosomas son 
uniones morfológicamente similares entre las células epiteliales y el tejido co- 
nectivo subyacente, en las que los filamentos de queratina se unen a las integri- 
nas a través de otros miembros de la família de las plaquinas (p. ej. r plectina). 
Por lo tanto, los desmosomas y hemidesmososmas unen los filamentos inter¬ 
medios a regiones de contacto célula-célula o célula-sustrato, respectivamente, 
de forma similar a como se une el citoesqueleto de actina a fa membrána plas¬ 
mática en las uniones adherentes y en las adhesiones focales. Es importante 
destacar que los filamentos de queratina anclados a ambos lados de los desmo¬ 
somas sirven como un nexo mecánico entre las células adyacentes de una 
capa epitelial, lo que proporciona estabilidad mecánica a todo el tejido. 

Además de unir los filamentos intermedios a las uniones celulares, algunas 
plaquinas unen los filamentos intermedios a otros elementos del citoesqueleto. 
La plectina, por ejemplo, se une a filamentos de actina y a microtúbulos además 
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de a fílamentos intermedios, por io que puede proporcionar puentes entre estos 
componentes deJ citoesqyeleto (Fíg. 11.37), Se piensa que estos puentes con 
los fílamentos intermedios refuerzan y estabílizan los fílamentos de aotina y los 
microtúbulos, lo que incrementa ta estabilidad mecénIca cle la célula. 

Dos tipos de fílamentos intermedios, la desmína y los neurofilamentos, de- 
sempeňan un papel especializado en el músculo y en las células nerviosas, 
respectívamente. La desmína conecta los ensamblajes individuales de actina- 
miosina de las cétulas musculares entre si y a la membrána plasmática, vincu- 
lando de esta manera la acción de los elementos contráctiles individuales. Los 
neurofilamentos son los filamentos intermedios princípales en la mayoría de las 
neuronas maduras. Son partícularmente abundantes en los largos axones de 
las motoneuronas, donde parece que se anclan a los filamentos de actina y a 
los microtúbutos a través de míembros neuronales de la família de las plagui- 
nas. Se piensa que los neurofilamentos desempeňan un papel importante en 
proporcionar soporte mecánico yen estabiiizar otros elementos del cítoesquele- 
fo en estas extensiones largas y delgadas de las células nerviosas, 

Fimciones de las queratinas y neurofilamentos: enfermedades 
tie la piel y si s téma nervioso 

Aunque durante mucho tíempo se ha considerado que los filamentos intermedios 
proporcionan un soporte estructural a la célula. sólo recientemente se ha obteni- 
do una evidencia directa de su función. Aigunas células en cultivo no fabrican 
proteínas de filamentos intermedios, lo que indica que estas proteínas no se re- 
quieren para el crecimiento de las células in vitro , De forma similan al inyectar 
anticuerpo contra vimentina en células cultivadas se disgregan las redes de fila¬ 
mentos intermedios sin afectar al crecimiento celular o a! movimiento, Por io tan- 
to r se ha pensado que los fílamentos intermedios se necesitan príncipalmente para 
fortalecer ei citoesqyeleto de las células en los tajidos de los organšsmos multicelu- 
tares, donde estos están sujetos a una gran variedad de tensiones mecánicas que 
no afectan a las células en el ambiente aisiado de una placa de cultivo. 

La evidencia experimental de tal papel in vivoäe los filamentos intermedios 
se obtuvo por pri mera vez en 1991 mediante estudios en el laboratorio de Elaine 
Fuchs, Estos investigadores utilizaron ratones transgénicos para investigar los 
efectos in vivo de la expresíón de un mutante de deleción de queratina, que 
codifícaba un poiipéptido incompleto que imposibilitaba que se formaran fila¬ 
mentos normales de queratina (Fíg, 11 38). Ešte gen mutado de queratina se 



Figúra í 1.37 

Micrografia eleclronica de puentes de 
plectina entre filamentos intermedios y 
microtúbulos. Micrografia de un fibroblas- 
to teŕíido con un anticuerpo contra la plecti¬ 
na. La micrografia ha s i do coloreada artífi- 
cialmente para mostrar la plectina (verde), 
los anticuerpos contra la plectina (amari- 
llo) t los filamentos intermedios (azul) y los 
microtúbulos (rojo). (Cortesta de Tatyana 
SvítKina y Gary Borisy, University of Wis- 
consin/Madisom) 
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Figúra T 1,38 

Demoslración experimental de la fun- 
ción de la queratina. Un plásmido que 
codifica una queratina mutante que tnter- 
fiere en el ensamblaje normál de los fila- 
mentos de queratina se microinyectó den- 
tro de u n pronúcíeo de un huevo 
fecundado. El embrión microinyectado fue 
entonces transferido a una madre de al¬ 
quiler. y algunos miembros de la descen- 
dencia incorporaron el gen de la queratina 
mutante en s u gen o ma. La expresíón del 
gen mutado en estos ratones transgéni¬ 
cos alteró el dtoesqueleto de queratina de 
las células de la epidermis, dando lugar a 
la aparicíón de graves ampollas en la piel 
debído a lisis celular tras una tensión me- 


Progenie 


canrca suave. 
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Experimento dave 


La expresión de u na queratina mutante causa 
un desarrollo anómalo de la piel 


La expresión de una queratina mutante en ratones transgénícos causa 
serias anomalias semejantes a una enfermedad genética humana de ta pieL 

Róbert Vassan Píerre A, Coulombe, Linda Degenstein. Kathryn Albers 
y Elaine Fuchs 

Universidad de Chicago 

Celt, 199L Voíumen 64págs. 365-380 


Contexto 

En 1991, los filamentos intermedios 
de fas células epiteliales eran bien 
conocidos y se estaba estudiando 
ia aparición, a lo largo del 
desarrollo, de diferentes forma s de 
queratinas de tipo I y tipo II en la 
piel. Lo que permanecía 
desconocido para cualquíer 
fälamento intermedio era su función. 
Mientras que todas las células de 
los verfebrados contienen 
filamentos intermedios, las líneas 
celulares que carecen de ellos 
sobreviven en cultivo y siguen 
prdiferando. Asi, cualquiera que 
fuese su función, no eran 
ímportantes para fas células en 
cultivo, aunque quizás sí para las 
células en e! interior de los tejidos 
de organ Ismos multicelulares. 

Fuchs y sus colaboradores 
sabían que durante el desarrollo 
temprano, el epitelio de la piel 
expresaba queratina 5 (de tipo I) y 
queratina 14 (de tipo II) Puestoque 
las queratinas polimerizan como 
heterodímeros, se creía que la 
expresión de una proteína anómala 
pódia interferir con la formación de 
los filamentos intermedios 
normales. Fuchs y sus 
colaboradores inicialmente 
estudiaron esta posibilidad en 
células de la piel en cultivo, y 
demostraron que la expresión de 
una queratina 14 truneada, 
interfería con la formación de los 
filamentos de queratina. Esto 
sugería que la expresión símilar de 
una queratina mutante en ratones 
transgénicos, podría causar un 
defecto en la red de filamentos 
intermedios de las células de la piel 
de un embrión. Si esto ocurría, 
proporcionaría una prueba del 


papel de los filamentos intermedios 
en el tejido intacto. 

En los experímentos aquí 
deseritos, Fuchs y sus 
colaboradores demostraron que la 
expresión de una queratina 
mutante en ratones transgénicos. 
no sólo aíteraba la red de los 
filamentos intermedios en las 
células de la piel, sino que tambíén 
deseneadenaba defectos severos 
en la organizacíón y estabilidad del 
tejido de la pieL Asi, estos 
experímentos proporcionaron la 
primera demostración de un papel 
fisiológico para los filamentos 
intermedios, 

Experímentos 

Para sus primeros experímentos en 
células en cultivo, Fuchs y 
colaboradores construyeron un gen 
de queratina 14 mutante, en el que 
se expresaba una proteína 
truneada que carecía del 30% de la 
región centrál del dominio sí-hélice y 
de toda la cola carboxílo terminál, a 
partir del promotor normál de la 
queratina. Para investigarel papel 
de la queratina 14 en el desarrollo 
temprano de! ratón, introdujeron el 
plásmido que eodifieaba esta 
queratina 14 mutante en óvulos 
fertilizados de ratón, que se 
transfirieron a madres adoptivas y 
se permitió el desarrollo de la 
descendencia. Toda la 
descendencia fue analizada para la 
queratina 14, y algunos eran 
transgénicos y expresaban la 
queratina 14 mutante. 

La mayoría de los animales 
transgénicos murieron en las 24 
horas siguientes al nacimiento, 
Aquellos que sobrevivieron más 
tiempo mostraron anomalias 



Piel d e u n ratón normál y u n o transgónico. 
(Arrtba) Piel de y n ratón normál que 
muestra las capa s externas altamente 
organ i zadas (corchetes) sín espacios 
intermedios entre ei tejido intacto 
subyacente, (Aba)o) Piel de un ratón 
transgénico que muestra una severa 
des organizacíón de las capas exlernas, 
que contienen espacios debido a la 
abrasión por traumatismos mecánicos y se 
encyentran separadas del tejido 
subyacente {flechas). 
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La expresión de una queratina mutante causa un desarrollo anómalo de ta piet (continuadón) 


severas de la piel, incluyendo 
ampollas debido a la lísis de células 
epidérmícas después de traumas 
mecánicos íeves, como el 
rozamíento de la piel, El análisis 
mediante tincíón de secciones de 
tejido de la piel de los animales 
trangénicos, demostró la severa 
desorganizaclón de la epidermis de 
los animales más afectados 
(v'ease figúra) y zonas de tejido 
desorganízado en el resto. La 
expresión por zonas, es 
caracteríštica de un ani mal 
mosaico donde parte de! tejido se 
desarrolla a partir de células 
embrionarias normales y otra a 
partir de células que po Haň el 
transgén. Analizando la expresión 
de la proteína mutante, 
encontraron que las áreas de tejido 
desorganízado se correlacionaban 
con la expresión de la queratina 14 
mutante. Adicionalmente, existía 
una čiara correlación entre la 
cantidad de epidermis 
desorganizada y la susceptibilidad 
de sufrir lesiones de la piel y la 
muerte durante el trauma del 
nacimiento. 


Fuchs y sus coiaboradores 
observaron además. que ei patrón 
de desorganización tisular en los 
ratones transgénicos, se parecía al 
observado en un grupo de 
enfermedades cutáneas humanas 
denominadas epidermolisis bullosa 
simplex. Asi, compararon 
secciones de tejido de ratones 
transgénicos, con secciones 
obtenidas de la piel de un pacienfe 
humano, y encontraron patrones 
muy similares de alteración tisular, 
A partir de estas observaciones. 
Fuchs y sus coiaboradores 
conctuyeron que los defectos en las 
queratínas o proteínas de los 
filamentos intermedios, podían ser 
una causa de enfermedades 
genéticas humanas de la piel. 

Impacto 

Las anomalías de la piel de estos 
ratones transgénicos 
proporcionaron la primera prueba 
directa del prešu nto papel de las 
queratinas, como fuentes de fuerza 
mecánica para las células 
epiteílales en los tejidos. 


Actualmente, se sabe que el 
citoesqueleto de los filamentos 
intermedios es crítico para la 
estructura de los tejidos como la 
piel, intestino, corazón, y el 
músculo esquelétíco t que están 
sujetos a estrés mecánico, Por et 
contrariOp los eucariotas 
uniceiulares como las levaduras y 
muchos pequeňos i n verte b rad os, 
sobreviven perfectameňte en 
ausencia de filamentos 
intermedios, a menudo 
modificando e! citoesqueleto de 
actina o de tubulina para que 
cumpla un papel estructural. Los 
resultados de Fuchs y sus 
coiaboradores también sugirieron 
una base para varias 
enfermedades humanas. De 
hecho, existen ahora más de 
diecisiete queratínas diferentes 
cuya defectuosidad se asocia con 
enfermedades humanas; estas 
incluyen tanto a la queratina 4 
como a la queratina 14, 
inicialmente estudiadas en ratones 
transgénicos. 


íntrodujo en los ratones transgénicos, donde fue expresado en las células basa- 
les de la epidermis e impedía la formación de un citoesqueleto de queratina nor¬ 
mál. Ešte hecho desembocó en el desarroflo de alteraciones graves en la piel 
incluyendo ampollas debido a lísis celular epidérmtca tras un trauma mecánico 
suave, tal como frotarse la piel. De esta forma las alteraciones de la piel de estos 
ratones transgénicos supusieron un apoyo directo al supuesto papel de las querati- 
nas en proporcionar resistencia mecánica a las células epitetiaies de los tejidos. 
Postehormente, se obtuvo el mismo resultado en ratones en los que el gen para 
la misma queratina estaba inactivado por recombinación homóloga, 

Estos experimentos también apuntaron a la base molecularde unaenferme- 
dad genética humana, la epidermolisis bullosa simple (EBS). Al igual que los 
ratones transgénicos que expresan los genes de queratina mutante, los pacien- 
tes con esta enfermedad desarrollan ampollas en la piel como consecuencia de 
una Iésís celular después de un trauma leve. Esta similitud condujo a realizar 
estudios de los genes de la queratina en los pacientes EBS, que demostraron 
que la EBS está causada por mutaciones en ei gen de la queratina que interfíe- 
ren en el ensamblaje normál de los filamentos de queratina. De esta forma, 
tanto los estudios experimentales en ratones transgénicos como el análisis mo- 
lecular de una enfermedad genética humana han demostrado el papel de las 
queratinas en permitir soportar tensiones mecánicas a las células de la piel 
Estudios posieríores han mostrado que las mutaciones en otras queratinas son 
responsables de otras enfermedades congénitas de la piel, que se caracterizan 
de forma símiiar por una fragilidad anormal en las células epidérmícas. 

Otros estudios en ratones transgénicos han ímplicado a neurofilamentos al- 
terados en enfermedades de las neuronas motoras, particularmente en la es- 
clerosis lateral amiotrófica (ELA). La ELA ŕ conoclda como enfermedad de Lou 
Gehríg y como la enfermedad que afecta al renombrado físico Stephen Haw- 
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Figúra 11,39 

Estructura de los microtúbulos. Los 

dímeros de x- y de /Mubulina polimerizan 
para formar microtúbulos, que están cons- 
lituidos por 13 protofilamentos ensambla- 
dos alrededorde un corazón hueco. 


king, resulta de una pérdida progresiva de las neuronas motoras. que a su vez 
conduce a una atrofia muscular. parálísis. y posterior muerte. La ELA y otros 
tipos de enfermedades de las motoneuronas se caracterizan por la acumulación 
y ensamblaje anormal de los neurofílamentos, lo que sugiere que las afteracio- 
nes en los neurofílamentos podrtan contribuir a estas patologías. De acuerdo 
con esta posibilidad, se ha hallado que ía sobreexpresión de NF-Lo de NF-H en 
ratones transgénicos da lugar al desarrollo de un estado similar a ía ELA. Aum 
que aun no se comprenden los mecanismos implicados, estos experimentos 
sugieren claramente que los neurofilamentos intervienen en la patogénesis de 
las enfermedades de las neuronas motoras. 

Microtúbulos 

Los microtúbulos, el tercer componente principál del cítoesqueleto, son vari- 
llas rígidas y huecas de aproximadamenie 25 nm de díámefro. Al igual que los 
filamentôs de actina, los microtúbulos son estructuras dinámícas que están con- 
tinuamente ensambfándosey desensamblándoseen la célula. Intervienen en la 
determinación de la forma celular y en diversos movimientos celulares, inclu- 
yendo algunas formas de locomocíón celular, el transporte intracelular de orgá- 
nulos, y la separación de los cromosomas durante la mítosis. 

Estructura, ensamblaje e inestabilidad dinämica 
de los microtúbulos 

A diferencia de los filamentôs intermedios, que se componen de diversas protei- 
nas fibrosas, los microtúbulos se componen de un unico tipo de proteŕna globu- 
iar, denominada tubuNna. La tubulina es un dimero constituido por dos polipép- 
tidos de 55 kDa estrechamente relacíonados, Mubulina y /Mubulina. Al igual 
que en la actina, tanto la Mubulina como la /Mubulina se codifican por peque- 
ňas famílias de genes relacíonados. Además, un tercer tipo de tubulina (/-tubuli¬ 
na) se localiza específicamente en el centrosoma, donde desempena un papel 
clave en el inicío del ensamblaje de Jos microtúbulos (como se verá después). El 
progenitor evolutívo de todas estas tubulinas parece ser una proteŕna similar a 
Ja proteŕna procariota, FtsZ. 

Los dímeros de tubulina polimerizan para formar microtúbulos, que general- 
mente consisten en 13 protofílamentos lineares ensamblados alrededor de un 
centre hueco (Fíg. 11.39). Los protofílamentos, que están constítuidos por un 
conjunto de dímeros de tubulina dispuestos cabeza con cola, se disponen en 
paralele. Como consecuencta, los microtúbulos (al igual que los filamentôs de 
actina) son estructuras polares con dos extremos diferenciados: un extremo 
«rnás» de crecimienio rápido y un extremo «menos» de crecimiento lento. Esta 
polaridad es un dalo importante para determinar la dirección del movímiento a lo 
largo de los microtúbulos, al igual que la polaridad de los filamentôs de actina 
define la dirección del movímiento de la míosina. 

Los dímeros de tubulina pueden despolimerizar al igual que polímerizar, y 
los microtúbulos pueden sufrír ciclos de ensamblaje y desensamblaje rápidos. 
Tanto la Mubulina como la /Mubulina se unen a GTP. que actúa de forma aná- 
loga al ATP fijado a la actina para regular la polimerización. Concrefamente, el 
GTP unido a la //-tubulina (no asi el GTP fijado a Mubulina) se hidroliza a GDP 
durante o justo después de la polimerización, Esta hidrólisis de GTP disminuye 
la afinidad de la tubulina por las moléculas adyacentes, lo que favorece la des- 
polimerización y tiene como resultado el comportamiento dinámico de los micro¬ 
túbulos. Al igual que los filamentôs de actina (véase Fig. 11.4}, los microtúbulos 
sufren intercambio rotatorio, un comportamiento dinámico en el que las molécu¬ 
las de tubulina unidas a GTP se liberan continuamente del extremo «menos» y 
son reemplazadas por la adictón de moléculas de tubulina unida a GTP al extre¬ 
mo «más» del mismo microtúbulo. En los microtúbulos, la hidrólisis de GTP 
tambíén conduce a un comportamiento que se conoce como inestabilidad diná- 
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mica, en el que los microtúbulos individuales alternan eníre ciclos de crecimien- 
lo y de acortamíenío (Fíg. 11.40). El que un microtúbulo crezca o se acorte 
viene determinado por la velocidad de adición de la tubulína respecto a la veloct- 
dad de hidrólisis del GTP. Míentras !as nuevas moléculas de tubulína unidas a 
GTP se aňadan a mayor velocidad que la de hidrólisis del GTP, el microtúbulo 
mantiene una caperuza de GTP en su extremo «mäs» y el crecimiento del micro¬ 
túbulo continúa. Sin embargo, si la velocidad de polimerización decrece, el GTP 
fijado a la tubuiina en el extremo «mäs» del microtúbulo šerá hidrolizado a GDP. 
Si esto ocurre, la tubulína unáda a GDP se disociarä, dando lugar a una rápida 
despolimerízación y acortamíento del microtúbulo. 

La inestabilidad dinámica, desenia por Tim Mitchison y Mare Kirschner en 
1984, da lugar a una renovación continúa y rápida de la mayor parte de los 
microtúbulos, que presentan una vida média en la céľula de sólo varios minutos. 
Como se verá más adelante, esta rápida renovación de los mícrotúbulos es 
especialmente importante para el remodeladode! citoesqueleto que tiene lugar 
durante la mitosis, Debido al papel centrál de los microtúbulos en la mitosis, los 
fármacos que afectan al ensamblafe de los microtúbulos no sólo son útiles como 
herramientas experimentales en biológia celular síno también en ei tratamiento 
del cáncer. La coichicina y la colcemida son ejemplos de fármacos experimen¬ 
tales empleados comúnmente que se unen a la tubulína e inhiben la polimeriza¬ 
ción del microtúbulo, bloqueando de esta forma la mitosis. Dos fármacos relacio- 
nados (vineristina y vimbiastina) se usan en la quimioterapia del cáncer debido 
a que inhiben de forma selectiva a las células en rápida divísión. Otro fármaco 
utílizado, el taxol, estabiliza los microtúbulos en vez de inhibir su ensamblaje. 
Dicha estabilización también bloquea la división celutan y el taxol se utiliza como 
agente anticanceroso y como herramíenta experimentaf. 


Figúra 11 40 

Inestabilidad dinámica de los microtú¬ 
bulos. Los dímeros de tubulína polimeri- 
zan en los extremos + de un microtúbulo 
en una capa piana que después se íusiona 
en el microtúbulo maduro justo por detrás 
dela región de crecimiento La inestabili¬ 
dad dinámica se debe a la hidrólisis del 
GTP unido a /Mubulína durante o justo 
después de ia polimerización, que reduce 
la afinidad por las moléculas adyacentes, 
El crecimiento de los microtúbulos conti¬ 
núa mientras exista una concentración 
elevada de tubulína unida a GTP. En ešte 
caso las moléculas nuevas de tubulína 
unidas a GTP se aňaden más rapido de lo 
que el GTP es hidrolizado, por lo que se 
mantiene una caperuza de GTP en el ex¬ 
tremo en crecimiento. Sin embargo, si el 
GTP se hidrolŕza más rápidamente de lo 
que se aňaden las nuevas subunrdades, 
la presencia de tubulína unida a GDP en el 
extremo del microtúbulo lleva af desen- 
samblaje y al acortamiento. Solamente se 
muestran los extremos «más»de los mi¬ 
crotúbulos. 
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Figúra 11.41 

Organtzación irvtracelular de los microtúbulos. Los extremos «menos» 
de los microtúbulos se anclan al centrosorria. En las células interfásicas, el 
centrosoma se localiza cerca del núcleo y los microtúbulos se extienden hacia 
la periféria celular. Durante la mitosis los centrosomas duplicados se separan 
y los microtúbulos se reorganizan para formar el huso mitótico, 

Centrosoma, ccntnolos y organización de los microtúbulos 

En la mayorŕa de las células los microtúbulos se extienden a partir de un 
centro organizador de los microtúbulos, al que se anclan los extre¬ 
mos «menos» de los microtúbulos. En las células animales, e! principál 
centro organizador de los microtúbulos es el centrosoma (deserito por 
primera vez por Theodore Boveri en 1888), que se localiza junto al nú¬ 
cleo cerca de! centro de las células interfásicas {no están en división) 
{Fíg, 11.41). Durante la mitosis, de forma símilar, los microtúbulos se 
extienden a partir de centrosomas duplicados para formar el huso mitótico, 
que es responsable de la segregación y distribuctón de los cromosomas 
a las células hijas. De esta manera, el centrosoma desempeňa u n papel 
clave en la organización intracelular de los microtúbulos, aunque la ma- 
yor parte de los detalles de su actuacíón continúan siendo un misterio. 

El centrosoma sirve como fugar de inicio del ensamblaje de los 
microtúbulos, que crecerán a partir del centrosoma hacia la periféria 
de la célula. Esto se puede observar daramente en células que hayan sido 
tratadas con colcemida para desensarmblar sus microtúbulos (Fig. 11.42). 
Cuando el fármaco se retira, las células se recuperan y pueden verše nuevos 
microtúbulos creciendo desde el centrosoma. Es importante seňalar que el ini¬ 
cio del crecimiento de los microtúbulos en el centrosoma establece la polaridad 
de los microtúbulos en la célula. Concretamente, los microtúbulos crecen por la 
adición de tubulina a sus extremos «mäs» 3 que se extienden desde el centroso¬ 
ma hacia la periféria celular. La proteína clave en e! centrosoma que nuclea el 
ensamblaje de microtúbulos en la y-tubulina, una especie rnenor de tubulina 
identifieada en primer lugar en hongos. Algunos tipos celulares pueden iniciar 
microtúbulos en ausencia de un centrosoma; se cree que esto se debe a que 
poseen y-tubulina en e! citosol. Adicíonalmente, las células en inferfase o aque- 
llas que no se dividen, como las células epiteliales o nerviosas, a menudo líberan 
sus microtúbulos del centrosoma para que funcionen en otro lugar de la célula. 


Célula ínterfásica 




Figúra 11.42 

Crecimiento de los microtúbulos des¬ 
de el centrosoma. Los microtúbulos en 
los fibrobfastos de ratón se observan me- 
diante microscopía de inmunofluorescen- 
cia empleando un anticuerpo frente a tubu¬ 
lina. (A) La distribución de los microtúbulos 
en una célula interfásica normál, (B) Esta 
célula se trató con colcemida durante una 
hora para desensamblar los microtúbulos. 
E! fármaco fue entonces retirado y se dejó 
a la céfula recuperarse durante treinta mi- 
nutos, lo que permitió ver nuevos microtú¬ 
bulos creciendo desde el centrosoma. (De 
M. Osborn y K. Weber, 1976. Proa NatĹ 
Acad. Sci. USA 73:867.) 
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Los centrosomas de la mayoría de las células animales están constifuidos 
por un par de centríolos. orientados perpendicularmente entre sí, rodeados por 
un materiál pericentnolar amorfo (Fíg. 11.43), Los centríolos son estructuras 
cilíndricas constituídas por nueve tripletes de microtúbulos, de manera similar a 
los cuerpos basales de los cilios y los flagelos (corno se verá después en ešte 
mismo Capítulo). Aunque los centríolos probablemente sean los precursores de 
los cuerpos basaies, parece ser que no son indispensables para el funcionamien- 
to del centrosoma, Los centríolos no parecen ser necesarios para el ensamblaje o 
la organizacíón de los microtúbulos, y no se encuentran en las células vegetales, 
en muchos eucariotas unicelulares, y en algunas células animates (como en los 
óvulos de ratón). Los microtúbulos que emanan desde el centrosoma terminan 
en el matéria! pencenlríolar, no en los centríolos, y es el matéria! pericentnolar e! 
que inicia el montaje de los microtúbulos, Sin embargo, la eliminación de los 
centríolos de las células animales resuita en la dispersión de los contenidos del 
centrosoma y un declive de la tasa de renovación de los microtúbulos. 

Los centríolos son estructuras complejas con u na čiara polaridad, u na es- 
tructura protelca con forma de rueda de carro en u n extremo y numerosas ex- 
tensiones hada el interior del centrosoma {Fíg, 11,44). Se cree que las exten- 
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Figúra 11.43 

Esíructura de los centrosomas. (A) Mi- 

crografía electrónica de u n centrosoma, 
mostrando los microtúbulos irradiando 
desde ei materiál pericentnolar que rodea 
al par de centríolos. (B) Sección transver- 
sal de u n centríolo mostrando sus nueve 
tripletes de microtúbulos. (A r © Cytograp- 
hics; B. Don Fawcetl, Photo Research ers, 
Inc.) 
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Figúra 11.44 

Esíructura de un centríolo. Los centrío¬ 
los son estructuras altamente polares con 
una estructura p rote i ca en forma de rueda 
de carro en un extremo y varios tipos de 
prolongacionesque se extienden desde el 
otro extremo. Se cree que estas prolonga- 
ciones (denominadas satálites y apéndi¬ 
ces} interaccionan con proteínas especffi- 
cas en la matriz del centrosoma. Otras 
proteínas de la matriz del centrosoma 
como la /-tubulina están asociadas con el 
lumen dei centríolo. El triplete de microtú¬ 
bulos contiene j- y /Mubulinas altamente 
modifícadas y la exclusiva ú-tubulina, Las 
fibras de centrina se extienden desde los 
microtúbulos del triplete y se conectan 
con el otro centríolo. (Modificado a partír 
de W. F. Marshall, 2001. Curr. Biot. 11: 
R487.) 
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Figúra 11A5 

Micrografŕa electrónica del huso mitótico. Los microtúbulos del huso se unen a los 

cromosomas condensados en la metafase, (De C.L. Rieder y S.S. Bowser, 1985. J. Histo - 
ehe m, Cytochem. 33:165/ Biological Photo Service,) 
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siones ayudan a organizar la mathz del centrosoma. Los centríolos también 
contienen varias proteínas únicas, íncluyendo la a-tubulina, que forma parte de 
un tripfete característico de microtúbulos. Durante la interfase, ambos centríolos 
están conectados por una o más fibras que contienen centrina (una proteína 
que une Ca 2+ relacionada con la calmodufina). 

Reorganizáciou d e los microtúbulos durante la mitasis 

Como ya se comento, los microtúbulos se reorganizan completamente durante 
la mitosis T lo que proporciona un claro ejemplo de la importancia de su inesta- 
bilidad dinämica. El conjunto de microtúbulos presente en las células interfási- 
cas se disgrega y las subunidades libres de tubulina se reensamblan para for- 
mar el huso mitótico, responsable de la segregación de los cromosomas hijos 
(Fig, 11,45). Esta reestructuración del citoesqueleto de microtúbulos es dirigida 
por la duplícacíón del centrosoma para formar dos centros organizadores de 
microtúbulos, separados en polos opuestos del huso mitótico. 

Los centríolos y otros componentes del centrosoma se duplŕcan en las células 
interfásieas, pero permanecen juntos a un lado del núcleo hasta el comienzo de la 
mitosis (Fig, 11.46). Entonces se separan los dos centrosomas y migran a fados 
opuestos del núcleo, formando los dos polos del huso mitótico. A medida gue la 
célula entra en mitosis, la dinámica de ensamblaje y desensamblaje de los microtú¬ 
bulos también cambia drásticamente. Primero, la velocidad de desensamblaje de los 
microtúbulos aumenta cerca de diez veces, lo que origina una despofímerizadón 
generál y un acortamiento de los microtúbulos. A su vez, el número de microtúbulos 
que emana desde el centrosoma aumenta entre cinco y diez veees, En suma, estos 
eambios producen el desensamblaje de los microtúbulos interfásicos y el creci- 
miento de un gran número de microtúbulos cortos a partir de los centrosomas 

Como propusieron por pri mera vez Mare Kirschnery Tim Mitchíson en 1986, 
la formación del huso mitótico implica la estabifización selectiva de algunos de 
los microtúbulos que irradian desde el centrosoma. Estos microtúbulos son de 
tres tipos, dos de los cuales componen el huso mitótico. Los microtúbulos 
cinetocóricos se unen a los cromosomas condensados de las células mitóti- 
cas en sus centrómeros, que están asociados con proteínas específicas para 
formar el cínetocoro (véase Fig. 4.19). Lafijación al cinetocoro estabiliza a estos 
microtúbulos, los cuales, como se verä después, desempeňan un papel crítico 
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Figúra 11A6 

Formación del hu so mítótico* Los centríolos y los centrosomas se duplican durante la 
interfase. Duranle la profase de la mŕtosis, los centrosomas duplicados se separan y mi- 
gran a lados opuestos del núcleo. Entonces la envuelta nuclearse desintegra y los micro¬ 
túbulos se reorganizan para formar el huso mitótico, Los microtúbulos cinetocóricos se 
u ne n a los cromosomas condensados, los microtúbulos polares s e solapan unos con otros 
en el centro de la célula, y los microtúbulos astrales se extienden hacia la periféria de la 
céluía. En la metafase, los cromosomas condensados se alinean en ef centro del huso. 


en la segregación de los cromosomas mitotícos. El segundo típo de microtúbu- 
los que se encuentran en el huso mitótico (microtúbulos polares) no se unen a 
los cromosomas. Por el contrano, los microtúbulos polares que emanan desde 
los dos centrosomas se estabilizan al solaparse uno sobre otro en el centro de 
la célula. Los microtúbulos astrales se extienden desde los centrosomas ha¬ 
cia la periféria de la célula con sus extremos «más» libres, Como se tratará 
posteríormente, tanto los microtúbulos astrales como los polares contribuyen 
también al movimiento de los cromosomas al separar los polos del huso. 

Según transcurre la mitosis, los cromosomas condensados primero se ali¬ 
nean en la pfaca metafásica y luego se separan, tirando de las dos cromátídas 
de cada cromosoma hacia polos opuestos del huso. Proteínas motoras asocia- 
das con los microtúbulos del huso íntervienen en el movimiento de los cromoso¬ 
mas, como se describe a continuadón. En la etapa final de la mitosis se vuelve 
a formar la envuelta nuclear, los cromosomas se descondensan, y tiene lugar la 
citocinesis. Cada célula hija contíene entonces un centrosoma que dirige la for¬ 
mación de una nueva red de microtúbulos interfásicos. 


Estabilización de los microtúbulos y polaridad celular 

Debido a su inestabilidad dinámica inherente, en la célula la mayor parte de los 
microtúbulos están desensamblados. Sin embargo, ešte comportamiento di- 
námíco puede modificarse por las interacciones de los microtúbulos con otras 
proteínas, Algunas proteínas celulares íntervienen desensamblando los micro¬ 
túbulos, bien escíndténdolos o blen incrementando la velocidad de despoiimeri- 
zación de la tubulina desde los extremos de los microtúbulos. Otras roteínas 
(denominadas proteínas asociadas a microtúbulos o MAPs — microtubule- 
associatedproteins —) se fijan a los microtúbulos e incrementan su estabäfidad, 
Dichas ínteracdones permiten a la célula estabilizar los microtúbulos en locali- 
zaciones definidas y son un mecanismo importante para determinar la forma y 
ia polaridad celular 

Se han identificado un gran numero de MAPs, y varían en funcíón del tipo de 
célula, Las mejor caracterizadas son MAP-1 r MAP-2 y tau, aisiadas a partir de 
células neuronales y MAP-4, que se encuentra en todos los tipos de células no 
neuronales de vertebrados. La proteína tau ha sido estudiada extensamente 
debido a que es el componente principál de las lesiones características encon- 
tradas en los cerebros de los pacientes de Alzheimer. La actividad de las MAPs 
se regula mediante fosforiladon, lo que permife a la célula controlar la estabíli- 
dad de los microtúbulos, 

Un buen ejempio del papel de los microtúbulos estables en la determinación 
de la polaridad celular lo constituyen tas células nerviosas, que constan de dos 
tipos diferentes de prolongaciones (axones y dendritas) que se extienden desde 
el cuerpo celular {Fig. 11.47). Tanto los axones como las dendritas se sujetan 
mediante microtúbulos estables, además de por los neurof ilamentos estudiados 
en la sección anterior de ešte Capítulo. Sin embargo, los microtúbulos se orga- 
ntzan de forma diferente en los axones y en las dendritas y están asociados con 
MAPs distintas. En los axones, todos los microtúbulos se encuentran ohenta- 
dos con sus extremos «más» alejados del cuerpo celular, de rnanera similar a la 
orientacibn generál de los microtúbulos en otros tipos celulares, Sin embargo. 



Microtúbulos polares 
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Figúra 11.47 

Organización de los microtúbulos en 
las células nerviosas. Dos tipos drstín- 
tos de prolongacíones se extienden desde 
el cuerpo celular de las células nerviosas 
(neumnas). Las dendritas son prolonga- 
dones cortas que reciben estímulos de 
otras células nerviosas. El único axón lar- 
go transmite impulsos desde el cuerpo ce¬ 
lular a otras células, que pueden ser bien 
otras neuronas o bien células efectoras, 
tales como el músculo. Los microtúbulos 
estables tanto en los axones como en las 
dendritas térmi n an en el citoplasma en vez 
de unirse al centrosoma. En las dendritas, 
los microtúbulos se orientan en ambas dí- 
recciones, con sus extremos «más» apun- 
tando tanto hada e I cuerpo celular como 
hada el sentädo contrario. Por el contrano, 
todos los microtúbulos de los axones se 
orientan con sus extremos «más» apun- 
tando hada el final del axón. 



los extremos «menos»de la mayoría de los microtúbulos en los axones no se 
unen al centrosoma; en su lugar, tanto los extremos «más»como los «menos» 
de estos microtúbulos terminan en el citoplasma del axón. En las dendritas, los 
microtúbulos están orientados en ambas direcciones; algunos extremos 
«más»apuntan hada el cuerpo celular y otros apuntan hacia la periféria celular. 
A esta organización diferente de los microtúbulos hay que aňadirle las diferen- 
cias en las MAPs: los axones contíenen proteínas tau, pero no MAP-2, míentras 
que las dendritas contienen MAP-2, pero no proteínas tau, y parece que estas 
diferencias en la distribución de MAP-2 y tau son las responsables de la distinta 
organización de los microtúbulos estables en los axones y las dendritas. 


Motores microtubulares y movimientos 

Los microtúbulos son responsables de diversos movimientos celulares, inclu- 
yendo el transporte intracelular y el posícionamiento de las vesículas de mem¬ 
brána y de los orgánulos, la separación de los eromosomas en la mitosis y el 
batir de los cilios y flagelos. Como se vio anteriormente para los fílamentos de 
actina en ešte Capítulo, el movimiento a lo largo de los microtúbuíos se basa en 
la acción de proteínas motoras que utilizan energia derivada de la hidrólisis de 
ATP para producir fuerza y movimiento. Los miembros de dos grandes familias 
de proteínas motoras — las quínesinas y las dineínas— son los responsables 
de impulsar los diversos movimientos en los que participan los microtúbulos. 

Identificación (íe las proteínas motoras microtubulares 

La quinesina y la dineína, los prototipos de proteínas motoras de los microtúbu- 
tos, se mueven a lo largo de los microtúbulos en direcciones opuestas —la quine¬ 
sina hacia el extremo «más» y la dineína hacia e! extremo ^menos» (Fig. 11.48). 
La primera de estas proteínas motoras microtubulares que se identífícó fue la 
dineína, que la aisló lan Gibbons en 1965. La purificación de esta forma de dineí¬ 
na (denominada dineína axonémica) se vio facilitada porque es una proteína 
muy abundante en los cilios, al igual que la abundancia de miosina facilitó que se 
aislara a partir de las células musculares. Sín embargo, costó más identificar 
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Proteínas motoras microtubulares, La 

quinesina y la dineína migran en direccio- 
nes opuestas a lo iargo d e los microtúbulos. 
hacia los extremos «más»y «menas>', res- 
pectivamente. La quinesina consta de dos 
cadenas pesadas. enrolladas una sobre la 
otra en una estructura de hélice enrollada, 
y de dos cadenas ligeras. Los dominios de 
cabeza globular de Jas cadenas pesadas 
se fijan a los microtúbulos y son los domí- 
nios motores de la molécula. La dineína 
está constítuida por dos o tres cadenas 
pesadas (aquí se muestran dos) asocia- 
das a varias cadenas ligeras e intemne- 
dias. Los dominios de cabeza globular de 
las cadenas pesadas son los dominios 
motores. Los modelos most rad os e stá n 
basados en datos rečientes obtenidos por 
cristalografía de rayos X (R. D. Vale, 
2003. Celí 112:467). 


Quinesina 


otros motores microtubulares debido a que las proteínas responsables de proce- 
sos como el movimiento de los cromosomas y el transporte de los orgánu los se 
presentan a concentracíones relativamente bajas en el citoplasma. El aislamiento 
de estas proteínas dependió del desarrollo de nuevos métodos experimente les 
para detectar la actividad de los motores moleculares en medios libres de células. 

El desarrollo de los ensayos in wŕropara las proteínas motoras citoplasmáti- 
cas se basó en la utílización de la microscopía vídeo-amplificada, desarrolla- 
da por Róbert Alien y Shmya Inoué a principíos de los aňos 80, para estudiar el 
movimiento de las vesículas de membrána y de los orgánulos a lo Iargo de los 
microtúbulos en los axones de calamar. En ešte método se utiliza una cámara 
de video para aumentar el contraste de las ímágenes obíenidas con un micros- 
copio óptico, lo que mejora sustancialmente la detección de objetos pequeňos y 
permite que se pueda seguir el movimiento de los orgánulos en las células vi- 
vas. Utilizando ešte abordaje, Alien, Scott Brady y Ray Lasek demostraron que 
el movimiento de los orgánulos también puede tener lugar en un sistema libre 
de células en el que se haya retirado la membrána plasmátíca y se haya extern 
dido un extracto citoplasmático en una platina de cristaL Estas observacíones 
condujeron al desarrollo de un sistema reconstruido in vitro, que proporcionó un 
método capaz de detectar proteínas celulares responsables del movimiento de 
los orgánulos. En 1985 Brady, junto con Ronald Vale, Thomas Reese, y Michael 
Sheetz, se basaron en estas innovaciones para identificar la quinesina (conoci- 
daactualmente como quinesina «convencional» o quinesina 1) como una nueva 
proteina motora de los microtúbulos, presente tanto en los axones de sépia 
como en el cerebro bovino. 

Estudíos posteríores demostraron que la quinesina I se desplaza a lo Iargo de 
los microtúbulos en una úníca direccíón —hacia el extremo «mäs»—. Debido a 
que los extremos «más» de los microtúbulos en Jos axones están todos orienta- 
dos haciafuera del cuerpo celular (véase Fig, 11.47), el movimiento de la quinesi¬ 
na en esta direcdón transporta las vesículas y orgánulos hacia fuera del cuerpo 
celular, hacia el fína! del axón. Sin embargo, en axones intactos también se ha 
observado que las vesículas y orgánulos migran hacia el interior del cuerpo celu- 
lar, lo que ímplica que una proteina motora distínta pôdna ser la responsable de! 
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Experimento clave 


Aislamiento de la quinesina 


Ideritíficación de una nueva proteína generadora de fuerza, !a quinesina. 
implíeada en la movilídad basada en microtúbulos 

Ronald D. Vale, Thomas S. Reese, y Michael P. Sheetz 

National Inštitúte of Neurological and Communicative Disorders and Stroke, 
Marine Biological Laboratory, Woods Hold, MA; University of Connectícut 
Health Center, Farmington, CT; Stanford University School of Medicín©, 
Stanford, C A 

Celí Voh/me 42, 1985, págs , 39-50 


Contexto 

El transporte y posícionamiento de 
los orgánulos citoplasmátícos es un 
hecho clave en la organizacíón de 
las células eucariotas, por lo que 
comprender los mecanismos 
responsables del transporte de las 
vesículas y orgánulos es una 
cuestión fundamental en biológia 
celular. En 1982, Róbert Alien, Scott 
Brady, Ray Lasek y sus 
colaboradores emplearon la 
microscopía amplificada por video 
para visualizar el movimiento de los 
orgánulos a lo largo de los filamentos 
citoplasmátícos en los axones 
gigantes de caiamar, tanfo in vivo 
como en un sistema de libre d e 
células. Estos filamentos se 
identificaron como microtúbulos 
mediante microscopía electróníca, 
pero se desconocŕan las proteínas 
motoras responsables del 
movimiento de los orgánulos: el 
único motor microtubular identlficado 
h a sta ese momento era la dineína 
axonémica t que estaba presente 


solamente en cilíos y flagelos. En 
1985, Ronald Vale, Thomas Reese, 
y Michael Sheetz descrlbieron el 
aislamiento de una proteína motora 
nueva, la quinesina, que era 
responsable del movimiento de los 
orgánulos a lo largo de los 
microtúbulos. 


Experimentos similares fueron 
publlcados a la vez por Scott Brady 
(Náture 317: 73-75, 1985). 

Experimentos 

Dos estrategias experimentales fueron 
determinantes para el aislamiento de la 
quinesina. La primera, basada en el 
trabajo de Alien y sus colaboradores. 
era el uso de u n sistema in vitro en el 
que se pódia detectar la actividad de la 


c d 


Fijacíon de una proteína motora a los microtúbulos en 
presenda de AMP-PNP. Se analizaron muestras de 
proteínas por electroforesis en un gel de poliach! am iba, que 
s e t i h ó y fotograf íó. El peso molecuľar de las proteínas 
marcadoras se indica a la izquierda en kflodaitons, La 
columna a representa microtúbulos purifŕcados, en la que 
sólo se detecta tubulina (55 kDa). La columna b es u n 
extracto soluble de citoplasma de axón de calamar, 
conteniendo muchos polipéptidos diferentes. Se incubó ešte 
extracto soluble con microtúbulos tanto sŕn AMP-PNP 
(columna o) como con él (columna d), S e recuperaron los 
microtúbulos y se incubaron con AT P para liberar las 
proteínas fijadas, las cuales fueron sometidas a 
electroforesis. Notese que u n poiipéptido de 110 kOa estaba 
unido específica meňte a los microtúbulos en presencia de 
AMP-PNP y después se liberó por ATP. También se 
encontró que las proteínas unidas en presencia de 
AMP-PNP y liberadas por ATP inducían el movimiento de los 
microtúbulos (jndicado por «+» sobre el gel). 
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movimiento a lo largo de los microtúbulos en ia dírección opuesta —hacía el ex- 
tremo «menos»—. De acuerdo con esta suposición, estudios posteriores mostra- 
ron que una proteína previamente identificada como la proteína asociada a micro¬ 
túbulos MAP-1C era de hecho una proteína motora que se movía a lo largo de los 
microtúbulos en dirección al extremo «menos». Posteriores análisis demostraron 
que la MAP-1 C está relacionada con la dineína aíslada a partir de los cilios (dineína 
axonémlca), por loque la MAP-1 C ahora se denomina dineína citoplasmátíca. 

La quinesina ! es una molécula de aproximadamente 380 kDa, constítuida 
por dos cadenas pesadas (120 kDa eada una) y dos cadenas fígeras (de 64 kDa 
cada una) (véase Fíg. 11,48). Las cadenas pesadas tienen regiones largas de 
2 -hélice que se enrolian una alrededor de la otra en una estructura de hélice 
enrollada. Los dominios de cabeza giobular amino-terminaies de las cadenas 
pesadas son los dominios motores de la molécula: se unen tanto a los mícrotú- 
bulos como al ATP, cuya hidrólisis propordona la energia necesaria para el 
movimiento. Aunque el dominio motor de la quinesina (aproximadamente 340 
aminoácidos) es mucho más pequeho que el de la miosina (alrededor de 850 
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Aíslamiento de la quinesina (continuaeión) 


proteína motora. Vale, Reese y 
Sheetz utilizaron un sistema en eí 
que proteínas deI citoplasma de los 
axones impulsaban el 
movimiento de los microtúbulos a 
través de la superfície de u na 
platina de cristaL Estos sistemas 
libres de células proporcionaron un 
método sensible y fundona! para 
anaílzar la actividad de la 
quinesina como un motor 
molecular. 

La segunda estrategia 
importante empleada en el 
aíslamiento de la quinesina fue 
aprovechar su capacidad de unión 
a los microtúbulos. Lasek y Brady 
(Náture 316; 645-647, 1985) 
habían observado que los 
movirmentos in vitro de los 
microtúbulos requerían AIR y eran 
inhibidos por un análogo de ATP 
(adenilil imidodifosfato, AMP-PNP) 
que no puede ser hidrolizado y de 
esta manera no proporciona una 
fuente de energia útil. En 
presencia de AMP-PNP los 
orgánulos permanecían unidos a 
los microtúbulos, lo que sugería 
que la proteína motora 
responsable del movimiento de los 
orgánulos podría también 
permanecer unida a los 
microtúbulos bajo estas 
condiciones. 

A partir de estos 
descubhmientos, Vale y sus 
co I a bo rad o re s i n c u ba ron 
microtúbulos con proteínas 
citoplasmáticas de axón de 
calamar en presencia de 
AMP-PNP. Los microtúbulos se 
recuperaron e incubaron con ATP 
para liberar las proteínas que 
estaban unídas específicamente 
en presencia del anáíogo de ATP 
no hidrolizabte. En ešte 
experímento se ídentificó un 


polípéptido de 110 kDa que se 
fijaba a los microtúbulos en 
presencia de AMP-PNP y que se 
liberaba tras la mcubación con ATP 
(véase Figúra). Además, las 
proteínas unidas a los microtúbulos 
y después liberadas por ATP 
también mantenían el movimiento 
de los microtúbulos in vitro. Por lo 
tanto, la unión a los microtúbulos en 
presencia de AMP-PNP 
proporcionó un abordaje eficaz 
para aislar la proteína motora, que 
se mostró por estudios bioquímicos 
posteriores que contenía el 
polipéptido de 110 kDa unido a 
polipéptidos de 60 a 70 kDa, 
Mediante un abordaje símilar, 
también se purificó una proteína 
relacionada a partir de cerebro de 
bovino. Los autores concluyeron 
que estas proteínas «representan 
una nueva clase de proteínas 
motora s que son estructuralmente 
asi como enzimáticamente 
distintas de la dineína, y 
proponemos denominar a estos 
translocadores quinesina (del 
g r i eg o kinein, moverse).^ 

Impacto 

El movimiento de las vesículas y 
orgánulos a lo largo de los 
microtúbulos es fundamental para 
la organizacion de las células 
eucariotas, por lo que las proteínas 
motoras responsables d e estos 
movimientos desempeňan u n papel 
crítico en la biológia celular. 
Experimentos posteriores 
empleando modelos in vitro 
similares a los descritos aquí 
estabiecieron que la quinesina se 
desplaza a lo largo de los 
microtúbulos en dirección al 
extremo «más», mientras que la 
däneína citoplasmática es ia 
responsable del transporte de 



M. P, Sheetz 


vesículas y orgánulos hacia los 
extremos «menos»de los 
microtúbulos. Más aún, desde 
entonces se ha identíficado una 
gran família de proteínas 
reladonadas con la quinesina, 
Además de su papel en el 
transporte de las vesículas y 
orgánulos, los miembros de estas 
familias de proteínas motoras son 
responsables de la separación y 
distribución de los cromosomas 
durante la mitosis. Por lo tanto, la 
identificación de la quinesina abrió 
la puerta para comprender diversos 
movimientos basados en los 
microtúbulos que resultan claves 
para la estructura y función de las 
células eucariotas. 


aminoácidos), la cristalografía de rayos X índica que los dominios motores de la 
quinesina y la miosina (véase Fíg. 11.31) son similares estructuralmente, lo que 
sugiere que la quinesina y la miosina evolucionaron a partir de un ancestro 
común. La zóna de la cola de la molécula de quinesina está constituida por las 
cadenas ligeras unidas a los dominios carboxilo-terminales de las cadenas pe- 
sadas. Esta región de la quinesina es la responsable de la unión a otros compo 
nentes celulares {como vesículas de membrána y orgánulos) que se transpor- 
tan a lo largo de los microtúbulos por la acción de los motores de quinesina. 
La díneína citoplásmica es una molécula extremadamente grande (hasta 
2.000 kDa), que está constituida por dos o tres cadenas pesadas (cada una alre- 
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dedor de 500 kDa) unida con un número varíable de polipéptídos iigeros e intemne- 
dios, que oscilan entre 14 y 120 kDa (véase Fig. 11 ,48). Al iguaS que en la quinesi- 
na t las cadenas pesadas forman dommios globulares motores de unión a ATP que 
son los responsables del movímiento a \o largo de los microtúbulos. La porción 
basai de la molécula, que incluye ias cadenas ligeras e intermedias. se piensa 
que se une a otras estructuras subcelulares, como orgánulos y vesículas. 

Como sucede con las miosinas, tanto ía quinesina como la díneína definen 
familias de proteŕnas motoras relacionadas, Tras aislarse inicialmente la quine¬ 
sina en 1985, se han ídentíficado varias proteínas relacionadas con la quinesi- 
na, El genoma de C. elegans codifica dieciocho quinesinas díferentes, y se 
piensa que en humanos pueden existir hasta 100 miembros distintos de la fami- 
lia de la quinesina. Algunos miembros de la família de la quinesina, como la 
propia quinesina, se mueven a fo largo de los microtúbulos hada el extremo 
«más» (véase Fig. 11.45). Sin embargo, otros miembros de la família de la qui¬ 
nesina se mueven en dirección opuesta, hada e! extremo «menos». Los dife- 
rentes miembros de la famiiia de la quinesina varían en la secuencia de sus colas 
carboxilo-terminales y son los responsables de los movimientos de d if e rente s 
tipos de cargamento, incluyendo vesículas. orgänulos y cromosomas, a lo largo 
de los microtúbulos. También existen varios tipos de dineína axonémica, asi 
como múltiples dineínas citoplasmáticas. Todos los miembros de la família de la 
dineína se desplazan hacia el extremo «menos» de los microtúbulos, pero tas 
díferentes dineínas citoplasmáticas pueden transportar cargas díferentes. 


Transporte de orgánu}os y organizáciou intracelular 

Unade las funciones principalesde los mícrotúbuíos es transportar vesículas de 
membrána y orgánulos a través del citoplasma de las células eucariotas, Como 
ya se ha visto, dicho transporte de orgánulos citoplasmátícos resulta evidente 
en los axones de las células nerviosas, que pueden extenderse más de un me¬ 
tro de longitud. Los ribosomas sólo se locatizan en el cuerpo celular y en las 
dendritas, por lo que las proteínas, las vesículas de membrána, y los orgánulos 
(p. ej. t mitocondrias) han de transportarse desde el cuerpo celular hasta el 
axón. Mediante la mícroscopía amplificada por video se puede visualízar el 
transporte de las vesículas de membrána y de los orgánulos en ambas direccio- 
nes a io largo de los microtúbulos de los axones, donde la quinesina y la dineína 
llevan sus cargas hasta y desde los extremos de los axones, respectívamente. 
Por ejemplo, las vesículas secretoras que contienen neurotransmisores se 
transportan desde el aparato de Golgí hasta tas ramas terminales del axón por 
la quinesina. En la dirección opuesta, la dineína citoplasmática transporta vesí- 
cuías endocítícas desde el axón hacia el cuerpo celular. 

En otros tipos de células los microtúbulos transportan vesículas de membrá¬ 
na y orgánulos de forma simifar Debido a que los microtúbulos están general- 
mente orientados con sus extremos «menos» unidos al centrosoma y sus exíre- 


Figura 11.49 

Transporte de tas vesículas a lo largo 
de los microtúbulos. La quinesina y 
otros miembros de la famiiia de la quinesi¬ 
na dirígidos hacia el extremo «más*>, 
transportan vesículas y orgánulos en di¬ 
rección a los extremos “más»de los mi- 
crotubulos, que se extienden hacia la peri¬ 
féria celular Por eí contrario, la díneína y 
los miembros de la família de la quinesina 
dirigidos al extremo «menos>», transportan 
sus cargas en dirección a los extremos 
«menos» de los microtúbulos, que se en- 
cuentran unidos en el centro de la célula. 



Centrosoma 


Ves íc u la transportada 
por la quinesina 


Vesícuía 
transportada 
la dineína 
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(B) 
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Figúra 11.50 

Asociación del retículo endoplasmáti- 
co con los microtúbulos. Microscopía 
de fluorescencia del retículo endoplas- 
mático (A) y de microtúbulos (B) en una 
célula epitelial. El retículo endoplasmáti- 
co se ha leňido con u n finte fluorescente 
y los microtúbulos con un anticuerpo con- 
tra la tubulina. Notese la estrecha rela- 
ción entre el retículo endoplasmático y 
los microtúbulos en ía periféria de la celu- 
la. {De M. Terasakt, L. B. Chen y K. Fuji- 
wara, 1986 J. Celí BioL 103: 1557.) 


mos «más»extendiéndose hacia la periféria celular, se piensa que los diferentes 
miembros de ías famílias de quinesina y dineína transportan las vesículas y los 
orgánulos en direcciones opuestas a través del citopiasma (Fig. 11.49). La qui¬ 
nesina convencional y oíros miembros de la família de la quinesina que se diri- 
gen hacia e! extremo «más», transportan su carga hacia la periféria celular, 
mientras que las dineŕnas citoplasmáticas y los miembros de la família de la 
quinesina que se dirigen hacia el extremo *<menos>* transportan los materiales 
hacia el centro de la célula. Además de transportar vesículas de membrána en 
las rutas endocítica y secretora, los microtúbulos y las proteínas motoras aso- 
ciadas colocan los orgánulos con membrána (como el retículo endoplasmático, 
aparato de Gotgi, lisosomasy mitocondrias) en la célula. Por ejemplo, el retículo 
endoplasmático se extiende a la periféria celular en asociación con los microtúbu¬ 
los (Fíg. 11.50). losfármacos que despolimerizan los microtúbulos provocan que 
el retículo endoplasmático se retraiga hacia el centro de la céiula, lo que indíca 
que se requiere la asociación con los microtúbulos para mantener al retículo en¬ 
doplasmático en su estado extendido. Esta colocación del retículo endoplasmáti¬ 
co parece requerir la acetón de la quinesina (o posíblemente múltiples miembros 
de la família de la quinesina), que tíra del retículo endoplasmático a lo largo de los 
microtúbulos en direeción al extremo «más», hacia la periféria celular. De forma 
similar, la quinesina parece que desempeňa un papel dave en la colocación de los 
lisosomas alejados del centro de la célula, y en los movimíentos de las mítocom 
drias se han implicado a tres miembros diferentes de la família de la quinesina. 

Por otro lado, se cree que la dineína citoplasmática interviene en la coloca¬ 
ción del aparato de Golgi. El aparato de Golgi se localiza en el centro de la 
célula, cerca del centrosoma. Si los microtúbulos se disgregan, bien por un fár- 
maco o bien cuando la célula entra en mitosis, el Golgi se rompe en pequeňas 
vesículas que se díspersan por todo el citopiasma, Cuando los microtúbulos se 
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Microtúbulos polares 

K 



Una proteína motora 
dirigida hacia el extremo 
«menos» forma parte 



Figúra 11.5í 

Movimiento cromosómico en la anafa¬ 
se A* Los cromosomas migran hacia los 
polos del huso a lo largo de los microtúbu- 
los clnetocóricos. Se cree que el movi- 
m i ento cromosómico está controlado po r 
proteínas motoras dirigidas hacia el extre- 
mo «menos» unidas al cinetocoro, La ac¬ 
ción de estas proteínas motoras está aco- 
plada al desensamblaje y acortamiento de 
los microtúbulos cinetocóricos 


vuelven a formar, el aparato de Golgí también se reensambla, y parece ser que 
las vesículas def Golgi son transportadas al centra de la céluta (hacia el extremo 
«menos»d6 los microtúbulos) por la dineína citoplasmática. Por lo tanto, el mo* 
virmiento a lo largo de los microtúbulos es responsable no sólo del transporte de 
vesículas, sino también de estabilizar la posición de los orgánulos con membrá¬ 
na en el citoplasma de las células eucariotas. 

Separaciôn d e los crotnosotnas mitóticos 

Como se vio anteriormente en ešte Capítulo T los microtúbulos se reorganízan al 
comienzo de la mitosis para formar el huso mitóticc, que desempeňa un papel 
centrál en la división celular al distribuír los cromosomas dupficados a los nú- 
cleos hijos. Esta distríbucíón crítica del materiál genético tiene lugar durante la 
anafase de la mitosis, euando las cromátidas hermanas se separan y migran a 
polos opuestos del huso, El movimiento de los cromosomas se realiza por dos 
mecanismos distintos, denominados anafase A y anafase B, en los que intervie- 
nen díferentes tipos de microtúbulos del huso y de proteínas motoras asociadas. 

La anafase A eonsiste en el movimiento de los cromosomas hacia los polos 
del huso a lo largo de los microtúbulos cinetocóricos, que se acortan a medida 
que se mueven los cromosomas (Fíg. 11,51), Ešte tipo de movimiento cromosó¬ 
mico parece que está dirigído por proteínas motoras asociadas al cinetocoro 
que trasladan a los cromosomas a lo largo de los microtúbulos del huso en 
dirección al extremo «menos», hacia los centrosomas. La dineína citopíasmätb 
ca está asocíada a los cinetocoros y puede que intervenga en el movimiento 
cromosómico hacia los polos, al igual que los miembros de la família de la qui¬ 
nesina dirigidos al extremo negatíve. La acetón de estas proteínas motoras ci- 
netocóricas se acopla al desensamblaje y acortamiento de los microtúbulos ci¬ 
netocóricos, lo que puede deberse a que algunos miembros de la família de la 
quinesina actúen como enzimas desestabilizadoras de microtúbulos. 

La anafase B se refiere a la separaciôn de los polos del huso entre $í (Figú¬ 
ra 11.52). A la separaciôn de los polos del huso le acompaha un alargamiento 
de los microtúbulos polares, y es similar a ta separaciôn iniciál de los centroso¬ 
mas duplieados para formar los polos del huso al comienzo de la mitosis (véase 
Fig. 11.46). Durante la anafase B los microtúbulos polares solapados se desli- 
zan unos sobre otros, empujando los polos y separándolos, Se ha encontrado 
que ešte tipo de movimiento se debe a la acción de varios miembros de la família 
de la quinesina dirigidos hacia el extremo «más», que entrelazan microtúbulos 
polares y los desplazan hacia el extremo «más» del microtúbulo solapado—ale- 
jándolos del polo opuesto del huso. Además, los polos del huso pueden ser sepa- 
rados por los microtúbulos astrales, El mecanismo responsable de ešte típo de 
movimiento no ha sido totalmente establecido, pero pôdna resultar por la acción 
de la dineína citoplasmática unída al córtex celular o a otra estructura cltoplasmáti- 
ca. El desplazamíento de ešte motor de dineína a lo largo de los microtúbulos 
astrales hacia el extremo «menos^pôdna tener el efecto de separar los polos del 
huso hacia la periféria de la céluía. De manera alternatíva, una proteína motora 
asociada con los polos del huso pôdna desplazarse por los microtúbulos astrales 
hacia el extremo «más», lo cuai también pôdna tirar de los polos del huso hacia la 
periféria celular. 

Cilios y flagelos 

Los cílios y flagelos son prolongaciones de la membrána plasmática constitui- 
das por microtúbulos, responsables del movimiento de varios tipos de células 
eucariotas, Muchas bacterias también poseen flagelos pero estos flagelos pro- 
cariotas son bastante diferentes de los eucariotas. Los flagelos bacterianos 
(que no se van a tratar) son filamentos proteicos que se proyectan desde la 
superficie celular, en vez de prolongaciones de la membrána plasmática soste- 
nidas por microtúbulos. 
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Figúra 11.52 

Separación de los polos del huso en la anafase B, La separación de los polos del 
huso se produce por dos tipos de movimientos. Primero, los microtúbulos pofares solapa- 
dos deslizan unos sobre otros empujando y separando los polos dol huso, probablemente 
como resultado do la acción de proteínas motoras dirigidas hacia el extremo -más». En 
segundo lugar, los microtúbulos astrales tiran de los polos del huso y los separan La 
fuerza conductora podría ser un motor dirigldo hacia el extremo «menos» ľ fijado a una 
estruclura citoplasmática, como e! cčrtex celular, o un motor dirigido hada el extremo 
«más» y asodado al polo del huso 


Los cilios y los flagelos eucarióticos son estructuras muy similares. cada una 
con un diámetro de 0,25 /im, aproximadamente (Fig. 11.53). Muchas células 
están recubiertas por numerosos cilios, de alrededor de 10 pm de longitud. Los 
cilíos baten en un movimiento coordinado de atrás hacia adelante, de tal mame- 
ra que la céluia se desplaza a través de un fluido o bíen el fluido se desplaza 
sobre la superficie celular. Por ejemplo, los cilios de algunos protozoos {como el 
Paramecium) son los responsablestanto de la movilidad celular como del barri- 
do de organismos hacia la cavidad oral para su alimentación. Una función im- 
portante de fos cilíos en los animales es el movimiento de los fluidos y del mucus 
sobre la superficie de las capas de células epiteliales. Un buen ejemplo viene 
dado por las célutas cilladas que recubren el tracto respiratorío, que lo iimpian 
de mucus y polvo. Los flagelos se díferencian de los cilios en su longitud (pue- 
den llegar a medi r 200 11 m) y en s u tí po de batido, que es ondulatorio. Las célu¬ 
las generál meňte tienen solamente uno o dos flagelos, que son los responsa- 
bles de la locomocíón de varios tipos de protozoos y de los espermatozoides. 

La estructura fundamental tanto de los cilios como de los flagelos es el axone- 
ma, que está constituido por microtúbulos y sus proteínas asociadas (Fig, 11 .54). 
Los microtúbulos se disponen en un patrón característico de «9 + en el que 
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Ftgura 11 53 

Ejemplos de cilios y flagelos. (A) Mi- 

crografia electrómea d e barrido mostrando 
numerosos cilios recubriendo la superficie 
de Paramedum. (B) Micrografŕa eleetróni- 
ca de barrido de células epiteliales ciliadas 
recubriendo la superficie de la träquea. 
(C) Fotografia de disparo múltiple (500 
disparos por minuto) mostrando el movi- 
miento ondulatorio de un flagelo de esper- 
matozoíde de erizo de mar, (A. Karí Auf- 
derheide/Visuals Unlimíted; B. r Fred E. 
Hossíer/Visuals Unlímited: C, C. J. Brokaw, 
California Inštitúte of Technology.) 
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Figúra 11,54 

Estructura det axonema de cilios y flagelos. (A) Micrografŕa elecfrónica tratada por 
ordenador de una sección transversaJ del axonema de un flagelo de espermafozoide de 
rata, (B) Esquerra de una sección transversal de un axonema. Los nueve dobJetes exter- 
nos están constituidos por un microtúbulo completo (A) y uno incompleto (B), constítuido 
soiamente por 10 u 11 protofilamentos, Los dobíetes externos se unen entre si por puen- 
tes de nexina y al par centrál de microtúbulos mediante espinas radiales, Cada doblete de 
microtúbulos externo está unido a brazos de dineína internos y externos, (A. K. G. Mur- 
ti/Visuals Unlimíted.) 
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un par centrál de microtúbulos se encuentra rodeado por nueve dobletes de 
mícrotúbulos exteriores. Los dos microtúbulos fusionados de cada doblete exte- 
rior son distintos: uno (denominado eí túbulo A) es un microtúbulo completo 
constituido por 13 protofilamentos; ef otro (e! túbulo B) está incompleto, consti- 
tuido solamente por 10 u 11 protofilamentos unidos al túbulo A. Los dobletes 
exteriores de microtúbulos se conectan al par centra! mediante espínas radiaies 
y entre sí mediante puentes formados por una protema denominada nexina. 
Ädemás t a cada túbulo A están unidos dos brazos de dineina, y es la actividad 
motora de estas dineínas axonémtcas la que dirige el batido de los cilios y fla- 
gelos. 

Los extremos «menos» de los microtúbulos de los cilios y flagelos están 
unidos a un cuerpo basal que tiene una estructura simitar a la de! centríolo y 
que contíene nueve tripletes de microtúbulos (Fig, 11.55). Vimos anteriormente 
que los centríoíos eran componentes del centrosoma, sin que su función estu- 
viera čiara. Sin embargo, los cuerpos basales tienen un papel definido en la 
organización de los microtúbulos del axonema. A saber, cada uno de los doble¬ 
tes de microtúbulos externos del axonema está formado por la extensión de dos 
de los microtúbulos presentes en los tripletes del cuerpo basal. Por to tanto, los 
cuerpos basales sírven para iniciar el crecimiento de los microtúbulos del axo¬ 
nema, asi como para anclar los cilios y los flagelos a la superfície de la célula, 

Los movimientos de los cilios y flagelos se producen por el deslizamiento de 
los dobletes externos de microtúbulos uno respecto a otro, impufsados por la 
actividad motora de la dineina axonémica (Fig. 11.56). La base de la dineina se 
une a los túbulos A rnientras que los grupos de cabeza de la dineina se unen a 
ios túbulos B de los dobletes adyacentes. Ei movimiento del grupo de cabeza de 
Ja dineina hacia el extremo «menos»provoca que el túbulo A de un doblete se 
deslice hacia el extremo basal del túbulo B adyacente. Debído a que ios doble¬ 
tes de microtúbuíos en un axonema están unidos por puentes de nexina, el 
deslizamiento de un doblete sobre otro hace que se doblen, lo que constituye la 
base del movimiento de batido de cilios y ffagelos. Sin embargo, está claro que 
las actividades de fas moléculas de dineina en regiones diferentes del axonema 
se deben regular cuidadosameníe para producír el batido coordinado de los 
cilios y las oscilaciones ondulatorias de los flagelos —un proceso del que toda- 
vía se conoce muy poco. 



0. t fim 0 r 1 /im 


Figúra 11.55 

IVUcrografías electrônicas de los cuerpos basales. (A) Vista longitudinal de cilios anclados en los cuerpos basales. (B) Sección 
transversal de cuerpos basales. Cada cuerpo basal está constituido por nueve tripletes de microtúbulos. (A, Coniy L. Reider/ Biologicai 
Photo Service: B, W. L. Dentler, Biologicai Photo Service.) 
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Figúra 11.56 

Movimiento de los microtúbulos en los 
cilios y flagelos. Las bases de los bra- 
zos de dineina se unen a los túbulos A, y 
las cabezas motora s interaccionan con 
los túbulos B de los dobletes adyacentes. 
El movimiento de las cabezas de dineína 
hacia el extremo «menos» (hacia la base 
del cilio) provoca entonces que el túbulo A 
de un doblete se deslice hacia la base del 
túbulo B adyacente. Debido a que ambos 
dobletes de microtúbulos están conecta- 
dos por puentes de nexina, ešte movi- 
miento de deslizamäento les obliga a do- 
blarse. 
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RESUMEN 

ESTRUCTURA Y ORGANIZACIÓN DE LOS FILAMENTOS DE ACTINA 

Ensamblaje y desensamblaje de tos filamentos de actina: Los filamentos 
de actina se forman por la polimerización cabeza-co!a de los monómeros de 
actina, dando lugar a una hélice. Varias proteinas de unión a la actina regu- 
lan el ensamblaje y desensamblaje de los filamentos dentro de la célula. 

Organlzación de los filamentos de actina: Los filamentos de actina están 
unidos transversalmente por proteinas de uníón a la actina para formar ha¬ 
ces o redes tridimensionales. 

Asociación de los filamentos de actina con la membrána plasmática : 

Una red de filamentos de actina y de otras proteinas citoesqueléticas subya- 
ce a la membrána plasmática y determina la forma celufar. Los haces de 
actina también se unen a la membrána plasmática y fijan a la célula en regío- 
nes de contacto célula-célula y céluta-sustrato 

Protuberancias de la superficie celulan Los filamentos de actina sostíe- 
nen protuberancias permanentes de la superficie celular, como las mierové- 
llosidades, asi como extensiones transŕtorías responsables de la fagocitosis 
y de la looomoción celular. 


miosina, motor molecular fibra 
muscular, miofibrilla, sarcómero, titina, 
nebulina, modelo de desHzamiento de 
los filamentos, miosina II, retículo 
sarcoplásmico, tropomiosina, troponina 


ACTINA, MIOSINA Y MOVIMIENTO CELULAR 

Contraccíon muscular Los estudios en el músculo establecieron el papel 
de la míosina como una proteina motora que utiliza la energia derivada de la 
hídrólísis del ATP para generar fuerza y movimiento. La contracción muscu- 
Kar se pradúce por el deslizamiento de los filamentos de actina y miosina 
entre sL La hídrólísis de ATP dihge ciclos repetidos de interacciones entre la 
miosina y la actina, durante los cuales, los cambíos conformacionales provo- 
can el movimiento de las cabezas de miosina a lo largo de los filamentos de 
actina. 
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Äsociaciones contráctiles de actina y miosina en células no muscuiares: 

Asociaciones de actina y miosina II son las responsables de diversos moví* 
mientos en las células no muscuiares, incluyendo la cítocinesís. 

Miosinas no convencionales: Otros tipos de miosina que no actúan en la 
contracción sirven para el transporte de vesículas de membrána y orgänulos 
a lo largo de los filamentos de actina. 

Migración y arrastre celular: El ar rastre celu la r es un proceso complejo en 
el que se forman extensiones de la membrána plasmática por la polímeriza- 
ción de los filamentos de actina en el borde anteňor de la célula. Estas exten¬ 
siones entonces se unen al sustraío, y el borde posterior se retrae al interior 
del cuerpo celufar. 


FILAMENTOS INTERMEDIOS 

Proteínas de filamentos intermedios ; Los filamentos intermedíos son poli- 
meros de más de 50 proteínas diferentes que se expresan en varios tipos de 
células. No están implicados en el movimiento celular pero proporcionan 
apoyo mecánico a las células y tejidos. 

Ensamblaje de filamentos intermedios: Los filamentos intermedios se for¬ 
man a partir de dímeros de dos cadenas polipeptídicas enrolladas una sobre 
otra en una estructura de hélice enrollada. Estos dímeros se asocian para 
formar tetrámeros, que se ensamblan en protofilamentos. Los filamentos ín- 
termedios están constituidos por protofiíamentos enrollados uno sobre otro 
en una estructura a modo de cuerda. 

Organización intraceiular de los filamentos intermedios: Los filamentos 
intermedios forman una red que se extiende desde un anillo que rodea al 
núcleo hasta la membrána plasmática de la mayoría de las células. En las 
células epiteliales los filamentos intermedios se unen a la membrána plas¬ 
mática en regiones de contactos celulares especializados (desmosomas y 
hemidesmosomas). Los filamentos intermedios también tienen una función 
especializada en eJ múscuJo y en las células nervíosas, 

Funciones de las queratinas y de los neurofilamentos: enfermedades 
de la plel y del sistema nervioso: La importancia de los filamentos interme¬ 
dios como estructuras que proporcionan fuerza mecánica a las células en los 
tejidos ha sido demostrada mediante experímentos de introducción de genes 
de queratina mutados en ratones transgénicos. Mutaciones símílares en los 
genes de la queratina son responsables de algunas enfermedades humanas 
de la piel P y las alteracíones de los neurofilamentos han sido implícadas en el 
desarrollo de enfermedades en las motoneuronas. 

MICROTÚBULOS 

Estructura , ensamblaje e inestabilidad dinámica de los microtúbulos: 

Los microtúbulos se forman por la polimenzación reversibte de la tubulina. 
Muestran inestabilidad dinámica y sufren ciclos continuos de ensamblaje y 
desensamblajecomo resuítado de la hidrolisis de GTP tras la polimenzación 
de la tubulina, 

Centrosoma , centriolos y organización de íos microtúbulos: En la ma* 

yoría de las células los microtúbulos se extienden desde un centro organíza- 
dor de microtúbulos, o centrosoma, localizado cerea del centro de la célula. 
En tas células anímales el centrosoma generalmente está constituido por un 
par de centriolos rodeados por el matéria! perícentriolar. El crecímiento de 
los microtúbulos se inicia en el materiál perícentriolar, que asi sirve para 
anclarsus extremos «menos». 
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huso mitótico, microtúbulos 
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Preguntas 

1. ^Qué le da a un filamento de actina 
una čiara polaridad con un extremo poss- 
tivo y uno negativo? 

2. zGué es el intercambio rotatorio 
(treadmitling) y a qué coneentración d e 
monómeros se produce? 

3. Compara la acetón de la citocalasina y 
la faloidina sobre los filamentos d e actina 
que Ilevan a cabo intercambio rotatorio. 

4. <ŕ,Cómo regufan las proteínas de unión 
a la actina cofilina, profilina y Arp2/3 el en- 
samblaje y renovación de filamentos de ac¬ 
tina? 


Reorganización de los microtúbulos duranie la mitosis: Los microtúbu- 
los se reorganizan al comíenzo de ia mitosis para formar el huso mitótico. 
que es responsable de la segregactón de los cromosomas. 

Estabilización de los microtúbulos y polaridad celular: La estabilízación 
seiectiva de los microtúbulos por proteínas asociadas a microtúbulos puede 
determinar la forma y la polaridad celular, asi como la extensión de axones y 
dendritas de las células nerviosas. 


MOTORES MICROTUBULARES Y MOVIMIENTOS 


Identificacíón de proteínas motoras microtubulares: Dos familias de pro¬ 
teínas motoras, las quinesinas y las dineínas, son las responsables del movi- 
mi ento a lo largo de los microtúbulos. La quínesina y la mayoría de las proteí¬ 
nas relacionadas con la quínesina se desplazan en dirección al extremo 
«más>N mientras que las dineínas y algunos miembros de la família de la 
quínesina se mueven hacia los extremos «menos» de los microtúbulos. 

Transporte de orgánulos y organización intracelular: El movimiento a lo 
largo de los microtúbulos transporte vesículas de membrána y orgánulos a 
través del cltoplasma, ai igual que coloca los orgánulos citoplasmáticos en la 
céiula. 


Separación de los cromosomas mitóticos : D u raňte la anafase de la mito¬ 
sis, los cromosomas hijos se separan y migran a polos opuestos de! huso 
mitótico. La separación cromosómica se produce por varios tipos de moví- 
mientos en los que participan distintas clases de microtúbulos del huso y 
proteínas motoras. 

Ciiios y flagelos: Los cilios y flagelos son extensiones de la membráne 
plasmática mantenidas por microtúbulos. Sus movimíentos se producen por 
el deslizamiento de los microtúbulos, dirigido por la acción de motores de 
dineína. 


5. Un mňo de 5 anos llega a su clfnica 
con una debilidad muscular de comicnzo 
reclente, y descubres un patrón heredita- 
rio de esta enfermedad en la família de la 
madre. zCuáles son el diagnóstíco y la 
causa más probable de su enfermedad? 

6. ^Gué bandas o zonas de un sarcó- 
mero muscular cambian de longitud du- 
rante la contracción? i Por qué no modifi- 
ca su longitud ta banda A? 

7. i,Por qué es importante la polaridad 
de los filamentos de actina en la contrac¬ 
ción muscular? 


8. iCó mo pemnite la liberacion de Ca 2 ^ 
de! retículo sarcoplásmico que se con- 
traiga un músculo estriado? 

9, ^Esperarías que las mutaciones en 
los genes de queratina afectaran a los fi- 
broblastos? 

10. i En qué se parecen y en qué se di ¬ 
ferencia la quínesina y la miosina II? 

11, ^Cčmo afectarta al movimiento de 
los cilios la eliminación de la nexina? 
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T odas las células—tanto procariotas coivio eucariotas— están rodea- 
das por la membrána plasmática, que define el limite de la célula y sepa- 
ra su contenido interno del média extemo. Debido a que actua como una 
barrera selectiva al paso de las moléculas, la membrána plasmática determína 
la composición del citoplasma, En último término esto define la ídentidad de la 
célula, por lo que la membrána plasmática es una de las estructuras más impor- 
tantes de la evolución celular De hecho, como se estudió en el Capitulo 1, se 
cree que ia primera célula surgió al quedar rodeado un ARN autorreplicante por 
una membrána de fosfofípidos. 

La membrána plasmática de las células actuales se compone tanto de Iŕpí- 
dos como de proteínas. La estructura básica de la membrána plasmática es la 
bícapa lipídica, que es impermeable a la mayoría de las moléculas hidrosolu- 
bles. Por lo tanto, el paso de iones y de la mayor parte de las moléculas biologL 
cas a través de la membrána plasmática es mediado por proteŕnas, que son las 
responsables del tráfico selectívo de las moléculas tanto al interior como al exte- 
rior celular. Otras proteínas de la membrána plasmática controlan las interac¬ 
ciones entre las células de los organismos muíticelularesy actuan como senso- 
res a través de los cuales la célula recíbe senales del medio. Por lo tanto, la 
membrána plasmática desempeňa un papel doble: aísla al citoplasma e igual- 
meňte média las interacctones entre la célula y su medio. 

Estructura de la membrána plasmática 

Como todas las demás membranas ceiulares, la membrána plasmática está 
constituida por lípidos y proteínas. La estructura fundamental de la membráne 
es la bicapa lipídica, que forma una barrera estabte entre dos compartimentos 
acuosos. En el caso de la membrána plasmática estos compartimentos son el 
interior y el exterior celular. Las proteínas embebidas dentro de la bicapa lípídi- 
ca llevan a cabo las funciones específicas de la membrána plasmática, inclu- 
yendo el transporte selectívo de moléculas y el reconocimiento intercelular. 

Bicapa lipídica 

La membrána plasmática es la membrána que se ha estudiado más a fondo de 
todas las membranas ceiulares, y la concepción actual que tenemos de la es¬ 
tructura de las membranas se debe, en gran medida. a las investigaciones so- 
bre la membrána plasmática. Las membranas plasmáticas de los glóbulos rojos 
sanguíneos de los mamíferos (eritrocitos) han sido particularmente útiles como 
modelo para el estudio de la estructura de las membranas. Los glóbulos rojos 
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Figúra 12,1 

Estructura en bicapa de la membrána 
plasmática. Mícrografía electrónica de 
un gióbulo rojo humano. Notese la apa- 
riencia de «vía de tren» de la membrána 
plasmática. (Cortesía de J. Dávid Rober- 
íson, Duke Universŕty Medical Center,} 


Membrána 



20 nm 


de los mamíferos no contienen núcleo ni membranas internas, por lo que repre- 
sentan una fuente a partir de la cuaí aisíarfácitmente tas membranas plasmáti- 
eas puras para su análisis bioquímico. De hecho, los estudios sobre la membrá¬ 
na plasmática de los glóbulos rojos proporcionaron la primera evidencia de que 
las membranas biológicas estaban constituidas por una bicapa lipídica. En 
1925, dos científícos holandeses (E. Gorter y R. Grendel) extrajeron los lípidos 
de membrána de un número conocido de glóbulos rojos, que se correspondían 
a una superficie conocida de membrána plasmática. Entonces determinaron la 
superficie ocupada por una única capa de los lípidos extraídos, al extenderlos 
sobre una interíase aire-agua, La superficie ocupada por la monocapa lipídica 
resultó ser el doble de la ocupada por las membranas plasmátícas eritroeítícas, 
io que llevó a la conclusión de que las membranas estaban constituidas por 
bicapas lipídícas en lugar de por monocapas. 

La estructura en bicapa de la membrána plasmática de los eritrocitos se 
pone de manifíesto claramente metíiante micrografías electrónicas de elevado 
aumenlo (Fig. 12,1). La membrána plasmática aparececomo dos líneas densas 
separadas por un espacio intermedio —una morfología referida frecuentemente 
como apariencia de «vía de ferrocarriK Esta imagen se obtiene debido a la 
unión de los metales pesados electrodensos, empleados como tínción en la 
microscopía electrónica de transmisión (véase Cap 1), sobre las cabezas pola- 
res de los fosfolípidos que de esta manera aparecen como líneas oscuras. Es- 
tas líneas densas están separadas por la porción interná de la membrána, teňi- 
da muy ligeramente, que contiene las cadenas de ácidos grasos hidrofóbicas. 

Como se descnbió en el Capítulo 2, las membranas plasmátícas de las célu- 
las anímales contienen cuatro fosfolípidos princípales (fosfatidilcolína, foslati- 
diletanolamina, fosfatidilserina, y esfingomielina), que juntos constituyen 
más de la mitad de los lípidos en la mayoría de las membranas. Estos fosfolipidos 
se dístribuyen de manera asimétrica entre las dos mitades de la bicapa de la 
membrána (Fig, 12,2). La capa externá de la membrána plasmática está com- 
puesta príncipalmente por fosfatidilcolína y esfingomielina. mientras que la fosfati- 
diletanoíamina y la fosfatidilserina son los fosfolípidos predomínantes de la capa 
interná. Un quinto fosfolípido, e! fosfatidilinositol, se encuentra también locali- 
zado en la capa interná de la membrána plasmática. Aunque el fosfatidilinositol 
es un componente cuantítativamente minoritario, desempena un papel importan- 
te en la seňalización celular, tal y como se tratará en el siguiente capítulo. Los 
grupos de la cabeza tanto de la fostatidilserina como del fosfatidilinositol están car- 
gados negativamente, por lo que su presencia predominante en la capa interná da 
lugar a una carga neta negatíva en la čara dtosólica de la membrána plasmática. 

Además de los fosfolípidos. las membranas plasmátícas de las células ani- 
males contienen glicolípidos y colesteroí. Los glicolípidos se encuentran ex- 
clusivamente en la capa externá de la membrána plasmática, con sus resíduos 
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Figúra 12,2 

Componentes Jipídicos de la membrá¬ 
na plasmátíca. La capa externá está 
constituida predominantemente por fosfa- 
tidilcolina, esfingomielina y glicoíípidos. 
míentras que la capa mierna contiene fos- 
fatidil etanolamina, fosfatidilserina y fosfa- 
tidilínositol. El colestero! se distribuye en 
ambas capas. Se indica la carga neta ne¬ 
gatíva de fas cabezas de fosfatidilserina y 
fosfatídilinositol. Las estructuras de fosfo- 
lípidos, glicolípidos y colesterol se mues- 
tran en fas Figuras 2.7, 2,8 y 2.9, respecti- 
vamente. 


hidrocarbonados expuestos a la superficie celular. Son componentes relativa- 
mente minoritarios, constituyendo sólo cerca del 2 % de los fípídos de la mayo- 
ría de las membranas plasmáticas. El colesterol, por el contrario, es un compo- 
nente mayoritario de las membranas de las células animales, estando presente 
en casi las mišmaš cantidades molares que los fosfolípidos. 

Dos características generales de las bicapas fosfolipídicas resultan críticas 
para la función de la membrána, Primero, la estructura de los fosfolípidos es la 
responsable de la actuación de las membranas como barreras entre dos eom- 
partimentos acuosos. Debido a que el intenor de la bicapa fosfolipídíca está 
ocupado por cadenas de äcidos grasos hidrofóbicas, la membrána es impem 
meable a moléculas hidrosolubles, incluyendo iones y la mayoría de las molécu- 
las biológicas. Segundo, las bicapas de los fosfolípidos que se encuentran en la 
naturaleza son fluidos viscosos, no sólidos. Los ácidos grasos de la mayor parte 
de los fosfolípidos naturales tieň en uno o más enlaces dobles, que introducen 
codos en las cadenas hidrocarbonadasy dificultan su empaquetamiento. Por lo 
tanto, tas largas cadenas hidrocarbonadas de los ácidos grasos se mueven ti- 
bremente en el interíor de la membrána, por lo que la membráne es ligera y 
flexible. Además, tanío los fosfolípidos como las proteínas son libres de difundír 
faíeralmente dentro de la membrána —una propíedad fundamente! para mu- 
chás de las funciones de la membrána—. 

Debido a su estructura en aníllo rígido, el colesterol desempena un papel 
característico en la estructura de la membrána. El colesterol no formará una 
membrána por sí mismo, pero se inserta dentro de la bicapa de fosfolípidos con 
sus grupos polares hídróxilo próxímos a las cabezas de los fosfolípidos (véase 
Fíg. 12.2). Dependiendo de latemperatura, el colesterol tiene efectos diferentes 
sobre la fluidez de la membrána, A temperaturas altas el colesterol interfiere 
con el movimiento de las cadenas de ácidos grasos de los fosfolípidos, lo que 
dismínuye la fluidez de la parte externá de la membrána y reduce su permeabili- 
dad a las moléculas pequeňas. A bajas temperaturas, sin embargo, el colesterol 
tiene el efecto opuesto: a! interferir con las ínteracciones entre las cadenas de los 
äcidos grasos el colesterol protege a las membranas de congelarse y mantiene la 
fluidez de la membráne. Aunque el colesterol no está presente en bacterias, es 
un componente esencial de fas membranas plasmáticas de las células animales. 
Las células vegetales también carecen de colesterol, pero contienen unos com- 
puestos relacionados (esteroles) que llevan a cabo una función similar. 

Estudios recientes sugieren que no todos los lípídos difunden libremente por 
la membrána plasmática. Parece que determinados dominios de membrána es- 
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tán enriquecidos en colesterol y esfingolípidos (esfingomielina y glicolipidos). Es- 
tos grupos de esfíngolípidos y cofesterol se cree que forman «balsas» que se mue- 
ven lateralmente dentro de la membrána plasmática y que pueden asociarse con 
proteinas de membrána especŕficas. Aunque todavŕa no se comprende la función 
de las balsas llpídicas, puede que desempeňen un papet importante en procesos 
como la seňalización celular y Ja toma de moléculas extracelulares por endocitosis. 

P mienia s de membrána 

Mientras los lipidos son los elementos estructurales fundamentales de las 
membranas, las proteínas son las responsables de realizar las funciones espe- 
cíficas de la misma. La mayor parte de las membranas plasmáticas están com- 
puestas por s aproximadamente, un 50% de Jípidos y un 50% de proteínas en 
peso, constítuyendo las fracciones hidrocarbonadas de los glicolipidos y glico- 
proteínas de un 5 % a un 10 % de la masa de la membrána, Como las proteínas 
son m ucho más grandes que los lipidos, ešte porcentaje corresponde a časí 
una molécula de proteína por cada 50 ó 100 moléculas de lipidos. En 1972, 
Jonathan Singer y Garth Nicolson propusieron el modelo de mosatco fluido 
de la estructura de la membrána, que actualmente está aceptado como el para¬ 
digma fundamental de la organización de todas las membranas biológicas. En 
ešte modelo, las membranas se consideran fluidos bídimensionales en los que 
Jas proteínas se insertan dentro de bicapas lípídicas {Fig. 12.3), 

Singer y Nicolson distinguíeron dos clases de proteínas asociadasa la mem¬ 
brána, a Jas que denominaron proteínas periféricas e integrales de membrá¬ 
na. Las proteínas periféricas de membrána se definieron operativamente como 
proteínas que se disociaban de la membrána tras eí tratamiento con agentes 
polares, como soluciones de pH extremo o de alta concentración salina, que no 
rompen la bicapa fosfolipídica. Una vez disociadas de la membrána, las proteŕ- 
nas periféricas de membrána son soiubles en tampones acuosos. Estas proteí¬ 
nas no se insertan en el interior hidrofóbico de la bicapa lipídica. En vez de esto, 
se asocian indirectamente con las membranas a través de interacciones proteí- 
na-proteína. Estas interacciones freeuentemenie implican enlaces iónicos, que 
se ven afectados por el pH extremo o Ja alta salinidad. 


Figúra 12.3 

Modelo del mosaico fľuído de Ja mem¬ 
bráne plasmática. Las proteinas inte¬ 
grales de membrána se insertan dentro de 
la bicapa lipídica, mientras que las proteí¬ 
nas periféricas se fijan a la membrána in¬ 
directamente meefiante interacciones p ro¬ 
te in a-proteín a, La mayoría de las proteínas 
integrales de membrána es proteína trans- 
membrána, con po rc ióne s expu estas a 
ambos lados de la bicapa lipídica. La parte 
extracelular de estas proteínas aparece 
generalmente glicosilada, al igual que las 
proteinas periféricas de membrána unidas 
a la čara externá de la misma. 
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Detergente 





A diferencia de las proteínas periférícas de membrána, las proteinas integra- 
les de membrána solamente pueden ser liberadas mediante tratamientos que 
rompan la bicapa fosfolipídica. Estas proteínas integrales de membrána tienen 
partes que se insertan dentro de la bicapa lípídica, por lo que sólo pueden ser 
disodadas mediante agentes que alteren las interacciones hidrofóbicas, Los 
agentes más comunes uttlizados para la solubilización de las proteínas integra¬ 
les de membrána son los detergentes, que son moléculas pequeňas anfipáticas 
que contienen tanto grupos hidrofobicos como hidrofílicos (Fig. 12.4). Las por- 
ciones hidrofóbicas de los detergentes desplazan los Iŕpidos de membrána y se 
unen a las porciones hidrofóbicas de las proteínas integrales de membrána. 
Debido a que el otro extremo de la molécula de detergente es hidrofílico, los 
complejos detergente-proteína son solubles en soluciones acuosas. 

Muchas proteínas integrales son proteínas transmembrana, que atravie- 
san la bicapa lipídica con partes expuestas a ambos lados de la membrána. 
Estas proteínas se pueden observar en las micrografías eíectrónicas de las 
membranas plasmäticas preparadas mediante la técnica de críofractura (véase 
Fig. 1.35). En estas muestras, la membrána se encuentra partiday separada en 
sus dos capas. Las proteínas transmembrana aparecen entonces como partb 
culas sobre la čara interná de la membrána (Fíg, 12.5). 

La porción de las proteínas transmembrana que atraviesa la membrána son 
generalmente s-hélices de 20 a 25 aminoácidos hidrofóbi- 
cos que se insertan dentro de la membrána del retículo 
endoplasmáticodurante la síntesis de lacadena polipeptí- 
dica (véanse Fígs, 9.11,9.12 r y 9.13). Estas proteínas en¬ 
tonces se transportan en vesículas de membrána desde el 
retículo endoplasmáticoal aparato de Goigi, y desde ailí a 
la membrána plasmática. A las cadenas polipeptídicas se 
les aňaden grupos carbohidrato, tanto en el retículo endo- 
plasmático como en el aparato de Goigi, por lo que la ma- 
yoría de las proteínas transmembrana de la membrána 
plasmática son glicoproteínas con sus oligosacárídos ex- 
puestos en la superficie de la célula. 

Los estudios en glóbulos rojos han proporcionado bue- 
nos ejemplos de proteínas periférícas e integrales asocia- 
das con la membrána plasmática. Las membranas de los 
eritrocitos humanos contienen cerca de una docena de 
proteínas principales, que se identíficaron originalmente 
mediante eleclroforesls en gel de preparactones de merrv 


Figúra 12 A 

Solubilización de las protemas integra- 
les de membrána mediante detergentes. 

Los detergentes {p. ej., ocfil glucósido) 
son moléculas anfipáticas que contienen 
cabezas hidrofílicas y colas hidrofóbicas. 
Las colas hidrofóbicas se unen a las regio- 
nes hidrofóbicas de las proteinas integra¬ 
les de membrána, formando un complejo 
detergente-proteína que es soluble en so- 
lución acuosa. 


Figúra 12.5 

Micrografŕa electróníca de criofractura 
de membranas de glóbulos rojos san- 
guíneos humanos Las partículas en la 
membrána son proteínas transmembrana. 
(Harold H. Edwards/ Visuals Unlimited.) 
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Figúra 12.6 

Proteínas integrales de membrána de 
glóbulos rojos sangumeos. La glicofo- 
rína (131 aminoácidos) contiene una úni- 
ca 2 -hélice transmembrana, Está muy g!i- 
cosilada, con 16 sitios de unión para los 
oligosacáridos en la porción extracelufar 
de la cadena polipeptídica. La banda 3 
(929 aminoácidos) tiene multiples s-héli- 
ces transmembrana y se cree que atravie- 
sa la membrána 14 veces. 
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brana. La mayor parte de éstas son proteínas períféricas de membrána que se 
han identificado como componentes del citoesqueleto cortieal, que subyace a la 
membrána piasmática y determina la forma celular {véase Cap, 11). Por ejem- 
plo, la proteína periférica de membrána más abundante de los glóbulos rojos es 
la espectrina, que es la principál proteína del citoesqueleto de los eritrocitos. 
Otras proteínas períféricas de membrána de los glóbulos rojos son la actina, la 
anquirina, y la banda 4.1, La anquirina es el principál puente de unión entre la 
membrána piasmática y el citoesqueleto, uniéndose a la espectrina y a la proteí¬ 
na integrál de membrána banda 3 (véase Fíg, 11,11). Un nexo adícional entre la 
membrána y el citoesqueleto !o proporciona la banda 4,1, que se fija a las unio- 
nes de espectrina y actina, asi como a la glícoforina {la otra proteína integrál de 
membrána importante de los eritrocitos). 

Las dos proteínas integrales de membrána princípales de los glóbulos rojos. 
glícoforina y banda 3, proporcionan ejemplos blen estudiados de la estructura 
de las proteínas transmembrana (Fig, 12.6). La glícoforina es una giicoproteína 
pequeňa de 131 aminoácidos, con un peso molecular de aproximadamente 
30,000, del cual la mítad corresponde a la fracción de proteínas y la otra mítad a 
carbohidrato. La glícoforina atraviesa la membrána mediante una única i-hélice 
de 23 aminoácidos y la porción aminoterrminal está glicosilada y expuesta en la 
superficie celular. Aunque la glícoforina fue una de las primeras proteínas trans¬ 
membrana que se caracterizaron todavía se desconoce su función exacta. Por 
el contrario, si que se conoce la función de la otra proteína transmembrana 
principál de los glóbulos rojos. Esta proteína, oríginariamente conoctda como 
banda 3, es el transportador aniónico responsable del transporte de iones bicar^ 
bonato (HCO^) y cloruro (Cľ) através de la membrána del glóbulo rojo. La cade¬ 
na polipeptídica de la banda 3 consta de 929 aminoácidos y se cree que tiene 14 
regiones en x-hélice que atraviesan la membrána. Dentrode la membrána, díme- 
ros de la banda 3 forman estructuras globulares que contienen canales internos a 
través de los cuales los iones son capaces de c ruža r la bicapa lipídica. 

Debido a su carácter anfipático es muy difíeíl conseguir que las proteínas 
transmembrana cristalicen, como se requiere para un anälisis estructura! tridí- 
mensional por dif racción de rayos X, La primera proteína transmembrana en ser 
analizada por crístalografía de rayos X fue el centro de reacción fotosintético de 
la bacteria Rhodopseudomonas viridis, cuya estructura fue publicada en 1985 
(Fig. 12.7). El centro de reacción está constituído por tres proteínas transmem¬ 
brana, destgnadas por L, M, y H, (del ingfés light, médium , y heavy , ligera, mé¬ 
dia y pesada, respectivamente) en función de su tamaňo aparente indicado por 
electroforesis en gel. Las subunidades L y M tienen cada una cinco a-hélices 
que atraviesan la membrána. La subunidad H tiene únícamente una g-hélice 
transmembrana y la mayor parte de la cadena polipeptídica se dispone sobre el 
lado citosólico de la membrána. La cuarta subunidad del centro de reacción es 
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un citocromo, que es una proteína periférica de membrána unida al complejo 
mediante interaccíones proteína-proteína, 

Aunque la mayoría de las proteínas transmembrana atraviesan la membrá¬ 
na mediante regiones de 2 -hélice, esto no siempre es asi Una excepción bien 
conocida la proporcionan las porinas —una clase de proteínas que forman ca- 
nales en las membranas externas de algunas bacterias—. Muchas bacterias, 
incluyendo E colL tienen un sistema doble de membranas en el que la membrá¬ 
na plasmática (o membrána interná) se encuentra rodeada por la pared celular 
y por una membrána externá diferenciada (Fíg. 12.8). A diferencia de la mem¬ 
brána plasmática, la membrána externá es muy permeable a los iones y a las 
moléculas pequeňas poiares (en el caso de E coii, con pesos moleculares de 
hasta 600). Esta permeabílidad es debida a las porinas, que forman canales 
acuosos abiertos a través de la bicapa lipídica. Como se describio en el Capítu- 
lo 10, también se encuentran proteínas relacionadas con las porinas bacteria- 
nas en tas membranas externas de las mitocondrias y de los cloroplastos. 

El análísis estructural muestra que las porinas no contienen regiones a-héíi- 
ce hidrofóbicas. En su fugar, atraviesan la membrána en forma de barríles /ŕ t en 
los que 8 a 22 láminas jí se pliegan para formar una estructura con forma de 
barril que encíerra un poro acuoso. Las cadenas laterales de los aminoácidos 
poiares revísten el poro, mientras que las cadenas laterales de los aminoáci¬ 
dos hídrofóbicos interaccionan con el interior de la membrána. Algunas porinas 
están presentes en la membrána en forma de monómeros, mientras que otras 
se asocian para formar mulfímeros estables P formando múltíples canales a tra¬ 
vés de los cuales pueden difundir moléculas poiares a través de la membrána. 

A diferencia de las proteínas transmembrana, otros tipos de proteínas (mu¬ 
chas de las cuales se comportan como proteínas íntegrales de membrána) se 
unen a la membrána plasmática por uniones covalentes a lípidos o a glicolípi- 
dos (Fíg. 12.9). Una clase de estas proteínas se unen a la capa externá de la 
membrána plasmática mediante anclajes de glicosiífosfatidilinositol (GPI). 
Los anclajes de GPI se aňaden a determinadas proteínas que se transfieren al 
retículo endoplasmátíco y que se unen a la membrána por una región G-termínal 
transmembrana (véase Fig, 9.16). El fragmente transmembrana se escinde cuan- 
do se aŕíade el anclaje de GPI, por lo que estas proteínas permanecen unidas a la 



Figúra 12.7 

Centro de reacción fotosintético de 
una bacteria. El centro de reacción 
consta de tres proteínas transmembrana, 
denominadas L (roja), M (amarílla) y H 
(verde). Las subunidades L y M cada una 
tiene cinco s-héliees transmembrana, 
mientras que la subunidad H solamente 
liene una. La cuarta subunidad de! centro 
de reacción es un citocromo (blanco), 
que es una proteína periférica de mem¬ 
brána. 
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Figúra 12 8 

Membranas externas bacterianas. La 

membrána plasmática de algunas bacle- 
rias está rodeada por una pared celular 
con una membrána externá diferenciada. 
La membrána externá contiene porinas, 
que forman canales acuosos que permi- 
ten la libre circulación de iones y molécu¬ 
las pequeňas. Las porinas atraviesan la 
membrána en forma de barriles (L 
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Figúra 12.9 

Ejemplos de proteínas unidas a la 
membrána plasmática mediante lipi- 
dos y glicolípidos. Algunas proteínas 

(p. ej., la proteína linfocitaría Thy-1) se 
unen a ta capa externá de la membrána 
plasmática mediante anclajes de GPI 
que se aňaden a su C-terminál en el retí- 
cufo endoplásmíco. Estas proteínas son 
gíicosiíadas y expuestas en la superficie 
celular. Otras proteínas se unen a la capa 
interná de la membrána plasmática tras 
ser traducidas por los ribosomas citosóli- 
cos libres. La proteína Ras, que aquí se 
muestra, se une por un grupo preň Ho fija~ 
do a la cadena lateral de una cisterna C- 
terminal y por un grupo palmitoilo unido a 
una cisterna locaíízada cinco aminoáci- 
dos más adelante. La proteína Src se une 
a través de un grupo miristoilo unido a su 
N-termínal. Una región de Src con carga 
positiva también desempeňa u n papel en 
la asociación a la membrána, quizás por 
interactuar con Jas cabezas con carga 
negatíva de la fosfatidilserina. Las es- 
Iructuras de estos grupos lipidicos y gli- 
colipídicos se muestran desde la Figúra 
7.31 a la 7.34. 


membrána solamente por el glicolípi- 
do. Puesto que Jas cadenas polipep- 
tídícas de las proteínas ancladas 
mediante GPľ se transfieren al retí- 
cu!o endoplasmático, son glicosila- 
das y expuestas en la superficie de 
la céluia tras ser transportadas a la 
membrána plasmática. 

Otras proteínas se unen a la 
capa interná de la membrána plas¬ 
mática a través de lípidos asociados 
por enlace covalente. Estas proteí¬ 
nas, en vez de ser procesadas a tra- 
vás de la vŕa secretora. se sintetizan 
en ribosomas citosólicos libres y son 
modificadas después por la adición 
de lípidos. Estas modificaciones in- 
cluyen la adición de ácido mirístico 
(un ácido graso de 14 carbonos) al 
amino terminál de la cadena polí- 
peptídica T la adición de ácido palmu 
tico (16 carbonos) a las cadenas la- 
terales de restos de cisteína, y la 
adición de grupos prenifo (15 o 20 
carbonos) a las cadenas laterales 
de los restos de cisteína carboxilo 
terminales (véanse Figs. 7.31 1 7.32, 
y 7.33). En atgunos casos, ei desti- 
no en la membrána de estas proteí¬ 
nas (muchas de las cuales se eom- 
portan como protemas periféricas 
de membrána) estó marcado t ade- 
más de por la unión de los Iŕpidos, 
por regiones de la cadena polipeptí- 
díca cargadas positívamente. Estos 
dominios de proteínas con carga positiva pueden interaccionar con los grupos 
cargados negativamente de la cabeza de ia fosfatidilserina en la čara citosólíca 
de la membráne plasmática. Hay que destacar que muchas de las proteínas 
unidas a la capa interná de la membrána plasmática (ineluyendo las proteínas 
Src y Ras mostradas en la Fig. 12,9) desempenan un papel ímportante en la 
transmisión de sehales desde los receptores de superficie ceiulares a las dia- 
nas intracelulares T como se verá en el próximo capítulo. 


Movilidad de las proteínas de ta membrána 


Las proteínas de la membrána y los fosfolípidos no pueden saftar hacia adelan¬ 
te y hacia atrás entre las capas interná y externá de la membrána a una veloci- 
dad apreciable. Sin embargo, debido a que se insertan en una bicapa fipídica 
fluida, tanto las proteínas como los lípidos son capaces de difundšrse laterai- 
mente a través de la membrána. Ešte movimiento laterai se mostró por prímera 
vez de forma direeía en un experimente pubiieado por Larry Frye y Michael 
Edidin en 1970, que supuso un apoyo al modelo del mosaico fluido, Frye y Edi- 
din fusionaron células humanas y de ratón en un cultivo para obtener células 
hŕbridas ratón-humanas (Fig. 12.10). Analizaron después la distribución de las 
proteínas en las membranas de estas células hŕbridas empleando anticuerpos 
que reconccían espedficamente las proteínas de origen humano y de ratón. 
Estos anticuerpos se marcaron con distintos tintes fluorescentes, por lo que las 
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proteinas humane y de ratón podŕan distinguirse por microscopía de fluorescen¬ 
cia. Inmediatamente después de la fusión, las proteinas de hombre y de ratón 
se localízaron en mitades diferentes de las células hĺbridas. Sin embargo, des¬ 
pués de un breve periodo de incubación a 37 C T las proteinas de hombre y de 
ratón se encontraban totalmente mezcíadas sobre la superficie celular, io que 
indicaba que se movían libremente a través de la membrána plasmática. 

Sin embargo, no todas las proteinas son capaces de difundir libremente por 
la membrána. En algunos casos, la movilidad de las proteinas de membrána se 
encuentra restringida por su asociación con el cítoesqueleto. Por ejempio, una 
fracción de la banda 3 en la membrána de los gíóbulos rojos está inmovilízada 
debido a su unión con la anquinna y la espectrina. En otros casos, la movilidad 
de las proteinas de membrána puede estar restringida por su asociación con 
otras proteinas de membrána, con proteinas de la superficie de células adya- 
centes, o con la matriz extracelular, 

A diferencia de fos glóbulos rojos. las células epitelialesse polarizan cuando 
están organízadas en tejidos, de taí manera que diferentes partes de la célula 
llevan a cabo distintas funciones. Por lo tanto, las membranas plasmáticas de 
muchas células epiteliales se dividen en los dominios apical y basolateral que 
difieren en función y en composidón de proteinas (Fig. 12.11). Por ejemplo, las 
célufas epiteliales del intestino delgado actúan absorbiendo nutrientes desde el 
tracto digestivo. La superficie apical de estas células, que encara la luz íntestt- 
nal, está cubierta por microvellosidades y especializada en la absorción de nu¬ 
trientes. La superficie basolateral, que encara al tejido conectivo subyacente y al 
aporte sanguíneo, está especializada en la transferencia hada la circulación de 
los nutrientes absorbidos. Para mantener estas funciones díferenciadas, la movi- 
iidad de las proteinas de la membráne plasmática debe estar restringida a los 
dominios pertinentes de la superficie celular. Uno de los mecanísmos por el que 
esto tiene lugar implica la formación de umones estrechas {que se tratan más 
adelante en ešte Capítulo) entre las células adyacentes del epitelio. Estas unio- 
nes no sólo sellan el espacio entre las células sino que también sirven como 
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Figúra 12.10 

Movilidad de las proteinas de la mem¬ 
brána, Se fusionaron células de hombre 
y de ratón para obtener células hĺbridas. 
La distribución de las proteinas en la su- 
perfide celular se analizó utilizando anti- 
cuerpos anti-humano y anti-ratón marca- 
dos con diferentes tintes fluorescentes 
(rojo y verde, respectiva meňte). Las pro- 
teínas de hombre y de ratón se detectaron 
en diferentes mitades de las células hĺbri¬ 
das inmediatamente después de la fusión, 
pero tras cuarenta minutos de incubación 
se habían entremezclado en la superficie 
celular. 


Figúra 12.11 

Célula epitelial intestinal polarizada. La 

superficie apical de la célula contiene mi¬ 
crovellosidades y está especializada en la 
absorción d e nutrientes desde la luz íntestf- 
nal. La superficie basolateral está especia- 
lizatía en la transferencia de los nutrientes 
absorbidos al tejido conectivo subyacente, 
que contiene capilares sanguíneos. Las 
uniones estrechas separan los dominios 
apical y basolateral de la membrána pfas- 
mática. Las proteinas de membrána se di- 
funden libremente dentro de cada dominio. 
pero no son capaces de cruzar de un domi¬ 
nio al otro. 
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Figúra 12.12 

Estructura de las balsas lipídicas. Las 

balsas Irpídŕcas están organ izadas por in- 
teracciones entre la esfingomíeilna, los 
glicolípidos y el coiesterol. Las proteínas 
ancladas a G PI se encuentran preferente- 
meňte en las balsas lipídicas y muchos 
otros tipos de proteínas de membrána 
también están presentes de forma transi- 
toria, para mediar la seňalización celular o 
la endocitosis. 


barreras para el movimiento de los lípidos y proteínas de membrána, Como resul- 
tadc, las proteínas son capaces de difundirtanto dentro del dominio apical como 
de! basolateral de ia membrána pJasmátíca pero no son capaces de cruzar de un 
dominio a otro. 

La composición lipídica también puede perturbar la libre difusión de las pro¬ 
teínas de membrána. Las temperaturas defusíón de los esfingolípídos (esfingo- 
míelinay glicolípidos) difieren de las de los fosfolípidos denvadosdel glicerol. La 
esfingomielina y los glicolípidos tienden a agruparse en pequeňas zonas semi- 
sólidas denominadas balsas lipídicas (íipid rafts ), que también están enrique- 
cidas en coiesterol debido a la afinídad de empaquetamiento del coiesterol y los 
esfingolípidos (Fig. 12.12). Las balsas también están enríquecidas en proteínas 
ancladas a GPI, y diversas proteínas que se encuentran en la bicapa de fosfolí¬ 
pidos, como proteínas de unión a GTP y diversas proteínas quínasas, entran y 
salen de las balsas. La presencia transitoria de estas proteínas en las balsas, 
permite la agrupación necesaria para procesos como la endocitosis y la seňali¬ 
zación mediada por receptores. 

Algunas balsas están estabilizadas por interaceíones con el citoesqueleto a 
través de proteínas perlféricas de membrána. Una proteína períférica de ešte 
tipo es la caveolina, que se asocía a una subclase de balsas lipídicas denomina¬ 
das caveolas. Como se verá más adelante en ešte capítulo, las caveolas se 
asocian específicamente con la endocitosis. 


Glicocálix 

Como ya se ha visto ŕ las porcíones extracelulares de las proteínas de la mem¬ 
brána plasmática generalmente se encuentran glicosiladas. Del mismo modo t 
las fracciones hidrocarbonadas de los glicolípidos se exponen en la čara exter¬ 
ná de la membrána plasmática. Como consecuencia, la superfície de la célula 
está cubierta de un manto de carbohtdratos, conocido como eí glicocálix, cons- 
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Figu ľa 12,13 

Glicocálix. Micrografi á electrónica de epitelio intestinal mos- 
trándose el glicocálix (ffeclnas). (Don FawcettA/isuals Unlimi- 
ted.) 




tituido por los oligosacáridos de los glicolípidos y de tas glicoproteínas trans- 
membrana (Fig. 12.13). 

Una de las funcíones del glicocálix es proteger la superficie celular. Además, 
los oligosacáridos del glicocálix sirven como marcadores de varios tipos de inte- 
raccíones célula-célula. U n ejemplo bien estudiado de estas interacciones es la 
adhesíón de los glóbulos blancos sanguíneos (leucocítos) a las células endotelia- 
les que limitan los vasos sanguíneos —proceso que permite a los leucocítos 
abandonar el sistema circulatorio e intervenir en la respuesta íntlamatoria en los 
tejidos daňados—. El primer paso en fa adhesíón entre los leucocítos y las células 
endotelíales está mediado por una família de proteínas transmembrana denomi- 
nadas selectinas, que reconocen carbohidratos específicos de la superficie celu¬ 
lar (Fig. 12.14). Dos miembros de la família de las selectinas (E-selectina y P-selec- 
tina), que se expresan en las células endotelíales y en las plaquetas, se unen a 
oligosacáridos específicos expresados en la superficie de los leucocítos. Una se- 
lectina díferente (L-selectína) se expresa en los leucocítos y reconoce un oligosacá- 
hdo en la superficie de las células endotelíales. Por lo tanto, los oligosacáridos 
expuestos en la superficie celular proporcionan un conjunto de marca¬ 
dores que ayudan a identífícar los dístintos tipos de células de los orga- 
nísmos plurícelulares. 


Figúra 12.14 

Union de las selectinas a los oligosacáridos. La E-selectma es una pro- 
teína transmembrana que se expresa en las células endotelíales y que se une 
a un oiígosacárido expresado sobre la superficie de los leucocítos ES oligosa* 
cártdo reconocido por ia E-selectina coníiene Af-acetilglucosamina (GlcNAc), 
fucosa (Fuc), galactosa (Gal) y ácfdo siálico (äddo /V-acetilneuramínico. 
NAMA). 


Transporte de moléculas 
pequeňas 

La célula mantiene su composición 
interná debido a que la membrána 
plasmática es selectivamente per- 
meable a las moléculas pequeňas. 
La mayoría de las moléculas biológi- 
cas es incapaz de difundir a través 
de la bicapa fosfolipídica, por lo que 
la membrána plasmática constituye 
una barrera que impide el libre inter- 
cambio de moléculas entre el cito- 
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Figúra 12.15 

Permeabilidad de las bicapas fosfolipí- 
dicas. Los gases, tas moléculas hidrofó¬ 
bicas y las pequeňas moléculas polares 
sin carga pueden difundir a través de las 
bicapas fosfolipŕdicas. No pueden hacerio 
las moléculas polares más grandes ni las 
moléculas cargadas. 
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plasma y el medio externo de la céfula. Son las proteínas de transporte especŕfi- 
cas (proteínas transportadoras caniers y las proteínas de canal) las responsa- 
bles del tránsito selectivo de las moléculas pequeňas a través de la membrána, 
permitíendo a la célula controfar la composición de su citoplasma. 

Difusión pasíva 

Ef mecanismo más sendllo mediante el que fas moléculas pueden atravesar la 
membrána plasmätica es la difusión pasíva. En la difusión pasíva una molécu- 
la se disuelve en la bicapa fosfoiipídica, difunde a través de ella, y después se 
disuelve en la sofución acuosa al otro lado de la membrána. No interviene nin- 
guna proleína de membrána y la dirección del transporte viene determinada 
simplemente por las concentraciones relativas de la molécula dentro y fuera de 
la célula, El flujo neto de las moléculas se produce a favor de su gradiente de 
concentración — desde un compartimento con una concentración elevada de la 
molécula a otro con una concentración ínfertor — + 

Por ío tanto ; la difusión pasíva es un proceso no selectivo por el que cuaF 
quier molécula capaz de disoiverse en la bicapa fosfollpŕdlca es capaz de atra- 
vesar la membrána plasmática y alcanzar el equilibrio entre el interior y el exte- 
rior celular. Es i m podanie seňalar que sólo las moléculas pequeňas y 
relativamente hidrofóbicas son capaces de difundir a través de la bicapa fosfoli- 
pídica a una velocidad significativa (Fíg. 12.15). De esta manera, los gases 
(como el O, y ef C0 2 ), las moléculas hidrofóbicas (como el benceno), y las molé¬ 
culas pequeňas polares pero sin carga (como el H 2 G y el etanol) son capaces de 
difundir a través de la membrána plasmática. Sin embargo, otras moléculas bioló- 
gicas son incapaces de disoiverse en el interior hidrofóbico de Ja bicapa fosfolipí- 
dica. Debido a esto, las moléculas polares grandes no cargadas, como la gluco¬ 
sa, son incapaces de atravesar la membrána plasmática por difusión pastva, al 
ígual que tampoco lo pueden hacer las moléculas cargadas, independientemente 
del tamaňo (incíuyendo iones pequeňos como H\ Na + , K \ y Gľ). El transporte de 
estas moléculas a través de la membráne requiere la partícipación de proteínas 
de canal y transportadores específicos que de esta forma controlarán el tráfico 
de la mayoría de las moléculas biológicas dentro y fuera de la célula. 

Difusión facilitada y proteínas transportadoras 

La difusión facilitada, al igual que la difusión pasíva, implica el movimíento de 
las moléculas en fa dirección determinada por sus concentraciones reíativas 
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dentro y fuera de la célula No interviene ninguna fuente de energia externá, por 
lo que las moléculas se desplazan a través de la membrána en la dirección 
determinada por sus gradientes de concentración y, en el caso de las moléculas 
cargadas, por el potenciál eiéctrico a través de la membrána. Sin embargo, la 
difusión facilitada se diferencia de la difusión pasíva en que las moléculas trans- 
portadas no se disuelven en la bicapa fosfolipŕdica. En su lugar, su tránsito vie- 
ne mediado por proteínas que permiten a las moléculas transportadas atrave- 
sar la membrána sin interaccionar directamente con su interior hídrofóbico. Por 
lo tanto, la difusión facilitada permite a las moléculas cargadas y a las polares, 
como carbohidratos, aminoácidos, nucleósidos, e iones. atravesar la membrá¬ 
na plasmática. 

Se suelen distinguir dos clases de proteínas que intervienen en la difusión 
facilitada: proteínas transportadoras y proteínas de canal. Las proteínas trans- 
portadoras se unen, en un lado de la membrána, a las moléculas específicas 
que han de ser transportadas. Después sufren un cambio conformacíonal que 
permite que la molécula pase a través de la membrána y sea liberada al otro 
lado. En cambio, las proteínas de canal (descritas en la sección siguíente) 
forman poros abiertos a través de la membrána y permiten la libre difusión de 
cualquier molécula de! tamaňo y carga apropiados. 

Las proteínas transportadoras son las responsables de la difusión facilitada 
de los azúcares, aminoácidos, y nucleósidos, a través de la membrána plasmá¬ 
tica de la mayoría de las células. La entrada de la glucosa, que es la fuente 
principál de energia metabólica, es una de las funciones de transporte más 
importantes de la membrána plasmática, y el transportador de glucosa propor- 
ciona un ejemplo blen estudiado de una proteína transportadora. El transporta¬ 
dor de glucosa se identificó inicialmente como una proteína de 55-kDa en los 
glóbulos rojos sanguíneos humanos, donde representa aproximadamente el 
5% de la proteína total de la membrána. El aislamiento y el análisis posterior de 
la secuencia de un clôn de ADNc revelaron que el transportador de glucosa 
presenta 12 segmentos transmembrana en sc-hélice —una estructura típica de 
muchas proteínas transportadoras {Fig. 12.16). Estas 2 -hélices transmembrana 
están compuestas, fundamentaimente, por aminoácidos hidrofóbicos pero va- 
rias también contienen restos aminoacŕdŕcos polares que se cree que forman 
parte del sitio de unión de la glucosa en el interior de la proteína. 

Al igual que sucede con muchas proteínas de membrána, no se conoce la 
estructura tridimensional del transportador de la glucosa, por lo que el mecanismo 
molecular del transporte de la glucosa es una incógnita. Sin embargo, los estudios 
cínéticos indícan que e! transportador de la glucosa funciona alternando entre dos 



Exlerior celular 


Cítosol 


Figúra 12.16 

Estructura del transportador de la glu¬ 
cosa. El transportador de la glucosa tiene 
12 2 -hélices transmembrana. Los restos 
aminoacídicos polares situados dentro de 
la bicapa fosfolipídica vie ne n i nd i c ad os 
como cľrculos morado oscuro. (Adaptado 
de G. I. Bell. C. F. Burant, J. Takeday G. W. 
Goufd, 1993. d BioL Chem. 268: 19161.) 
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Figúra 12,17 

Modelo para la difusión facilitada de la 
giucosa. El transportador de la giucosa 
altema entre dos confornnaciones en don- 
de el sitio de unión de la giucosa se en- 
cuentra alternativamente expuesto al ex- 
terior y al interior celular. En la primera 
conformación mostrada (A), la giucosa se 
fíja al sitio expuesto al exterior de la mem¬ 
brána plasmática, El transportador enton- 
ces sufre u n cambio conformacionaľ de 
manera que el sitio de unión de la giucosa 
encara al interior de la célula y la giucosa 
se libera al citosol (B). Entonces, el trans¬ 
portador recupera su conformación origi¬ 
nál (C). 
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conformaciones (Fig. 12,17). En la primera conformación, el sitio de unión a la 
giucosa se sitúa frente al exterior de la célula. La unión de la giucosa a ešte sitio 
induce un cambio conformacionaf en el transportador, de tal manera que el sitio de 
unión de la giucosa ahora se sitúa frente al interior celular. Entonces la giucosa 
puede ser liberada en el citosol y el transportador recupera su conformación iniciál. 
La mayoría de las células t incluyendo los eritrocitos, están expuesías a con- 
centraciones de giucosa extracelulares más aitas que ias existentes en el inte¬ 
rior de la célula, por lo que la difusión facilitada da lugar a un flujo neto de la 
giucosa hada el interior. Una vez que la giucosa es captada por estas células, 
se metaboliza rápidamente por lo que la concentración intracelular de giucosa 
permanece baja y la giucosa se sigue transportando hacia el interior celular 
desde el fluido extracelular. Sin embargo, debido a que los cambios conforma- 
donales en el transportador de giucosa son reversibles T la giucosa puede ser 
transportada en la dirección opuesta simplemente invirtiendo los pasos de la 
Figúra 12,17. Ese flujolnverso ocurre ; por ejemplo, en tas células hepáticas, en 
donde la giucosa se sintetiza y se libera a la circulacíón, 

Canales iónicos 

A diferencia de las proteínas transportadoras, las proteínas de canal simple- 
meňte forman poros abiertos en la membrána, permitiendo a las moléculas de 
pequeňo tamaňo y earga apropsada pasar libremente a través de la bicapa lipí- 
dica. Un grupo de proteínas de canal descritas anteriormente son las porinas, 
que permiten el libre tránsito de íones y moléculas poiares pequenas a través de 
las membranas extemas de ias bacterias {véase Fig. 12.8), Las proteínas de 
canal también permiten el paso de moléculas entre las células conectadas entre 
sí mediante uniones de tipo «gap», que se tratarán posteriormente en el caprtu- 
lo. Las membranas plasmäticas de muchas células también contienen proteí¬ 
nas de canal para el agua (acuaporina$) ; a través de las cuales las molécuias 
de agua pueden cruzar la membrána mucho más rápidamente de lo que pue- 
den dífundir a través de ia bicapa fosfolipŕdica. Sin embargo, las proteínas de 
canal mejor caracterizadas son los canales iónicos. que intervienen en el trán¬ 
sito de los iones a través de la membrána plasmática. Aunque los canales ióni¬ 
cos están presentes en las membranas de todas las células, han sido especial- 
meňte bien estudiados en el nervio y en el múseulo, donde su apertura y cíerre 
regulados son los responsable de ia transmisión de las seňales eléctrícas. 
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Figúra 12.18 

Modelo de un canal iónico. En la conformación cerrada, el flujo de los iones está blo- 
queado por una puerta. La aperíura de la puerta permite a los iones fluir rápidamente a 
través del canal. EJ canal contiene on poro estrecho que restringe el tránsito a los iones 
del tamaňo y carga apropiados. 


Tres propíedades de los canales iónicos son fundamentales para su función 
{Fíg. 12,18). En primer lugar, el transporte a través de los canales es extremada- 
mente räpido. Más de un milión de iones por segundo fluyen a través de los 
canales abrertos —una velocidad de flujo aproximadamente mil veces mayor que 
la velocídad de transporte mediante proteínas transportadoras. En segundo lu¬ 
gar, los canales iónicos son altamente selectivos debido a que el estrecho poro 
del canal restringe el paso a aqueilos iones de un tamaňo y carga apropiados, De 
esta manera, proteínas de canal específicas permiten el tránsito de Na + , K + , Ca a \ y 
Ci a través de la membrána. En tercer lugar, la mayoría de los canales iónicos no 
se encuentran permanentemente abiertos. En su lugar. la apertura de los canales 
iónicos viene regulada por *<puertas» que se abren de forma transitoria en respues- 
ta a estímulos específicos. Algunos canales (denominados canales regulados 
por ligando) se abren en respuesta a la unión de neurotransmísores u otras molé- 
culas seňal; otros (denominados canales regulados por voltaje) se abren en res~ 
puesta a variaciones en el potenciál eléetrico a través de la membrána plasmática, 

El papel fundamental que desempeňan los canales iónicos en la transmísíón 
de los impulsos eléctricos fue elucidado a través de una šerie de elegantes expe- 
rimentos publicados por Alan Hodgkin y Andrew Huxley en 1952. Estos investiga- 
dores emplearon como modelo las células nerviosas gigantes del calamar. Los 
axones de estas neuronas gigantes tienen un diámetro de aproximadamente 1 
mm, lo que hace posible la inserción de electrodos y la medída de la variación en 
el potenciál de membrána que tiene lugar durante la transmisión de los impulsos 
nerviosos. Mediante ešte abordaje, Hodgkin y Huxley demostraron que los cam- 
bios en el potenciál de membrána se debían a la apertura y cíerre regulados de 
los canales de Na + y K' en la membrána plasmática, Posteriormente se pudo 
estudiar Ea actividad de los canales iónicos individuales empieando la técnica de 
patch clamp (o Hécnica de registra de zona») desarrollada por Erwin Neher y 
Bert Sakmann en 1976 (Fig. 12.19). En ešte método, se emplea una micropipeta 
con un diámetro en la punta de aproximadamente 1 jim para aislar un pequeno 
trozo de la membrána; esto permite analizar el flujo de fos iones a través de un 
único canal y estudiar con mayor precisión la actividad de los canales iónicos. 

El flujo de los iones a través de los canales de membrána depende de que 
se forme un gradiente iónico a través de la membrána plasmática. Todas las 
células, incluyendo las células nerviosas y las musculares, tienen bombas ióni- 
cas (que se describirán en la siguiente sección) que utllizan la energia derivada 
de la hidrólisis del ATP para realizar un transporte activo de iones a través de la 
membrána plasmática. E! resultado es que la composición iónica del citoplasma 
es sensiblemente diferente a la del fluído extracelutar {Tabla 12,1). Porejemplo, 
el Na + es bombeado activamente fuera de tas células mientras que el K' es 
bombeado hacia dentro. Debido a esto, en el axón de calamar la concentración 
de Na + es časí 10 veces más alta en el fluido extracelular que dentro de la 
célula, mientras que la concentración de K“ es aproximadamente 20 veces ma¬ 
yor en el cítosol que en el medío circundante. 

Debido a que los iones están cargados eléctricamente, su transporte supone 
q Ue se establezca un gradiente eléetrico a través de la membrána. En el axón en 


Figúra 12.19 

Técnica de patch-cíamp (o de registre de zóna), Se aísla un pequeno trozo de mem¬ 
brána en la punta de una micropipeta. Entonces se puede aplicar un estimulo desde den¬ 
tro de la pipeía r lo que permite medir el comportamsento de! canal atrapado. {Adaptado de 
E. Neher y B. Sakmann, 1992, Sci. Am. 266{3): 44.) 
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TABLA 12.1. Concentraciones 
iónicas extracelulares 
e intracelulares 


Concentración (m M) 


tón 

Intra celular 

Extraceiuiar 

Axón de calamar 

K* 400 

20 

Na' 

SO 

450 

or 

40-150 

560 

Qa 2 * 

0,0001 

10 

Célula de mamífero 

K’ 140 

5 

Na + 

5-15 

145 

CI- 

4 

110 

Ca 24 

0,0001 

2,5-5 


reposo dei calamar hay un potencia! eféctrico de aproximadamente 60 mV a 
través de la membrána plasmática, siendo el interior de la célula negativo con 
respecto al exterior celular (Fíg. 12.20). Ešte potencia! eléctrico se debe a ias 
bombas iónicas y at ffujo de los iones a través de los canales que estén abiertos 
en la membrána plasmática de la célula en reposo. La membrána plasmática de 
los axones en reposo de calamar contiene canales de K 4 abiertos, por lo que es 
más permeable al K 4 que a! Na 4 o a otros iones. Como consecuencia, el flujo de 
K 4 supone la principál aportación aE potenciál de membrána en reposo. 

Como se describió en el Capítulo 10, el flujo de los iones a través de la 
membrána está dirigido tanto por el componente de la concentración como por 
el componente del voltaje de un gradiente electroquímico. Por ejemplo, la con¬ 
centración 20 veces superior de K 4 en el interior del axón de calamar. en com- 
paracíón con la del fluido extraeelular, dirige el flujo de K - hada el exterior celu- 
lar. Sin embargo, debido a que ei K 4 se encuentra cargado positivamente, ešte 
flujo de K* desde la célula genera un potenciál eléctrico a través de la membrá¬ 
na encontrándose el interior de la célula cargado negativamente. Ešte potenciál 
de membrána se opone al flujo continuo de K' haeia el exterior de la célula, por 
lo que el sistema alcanza el estado de equilibrio en el que el potenciál de mem¬ 
brána contrarresta al gradiente de concentración dei K , 

Cuantitativamente, la relación entre la concentración iónica y ei potenciál de 
membrána viene dada por la ecuación de Nernst: 




% 


. In 


C 0 

c, 


donde Uesel potencia! de equilibrio en voltios, ŕ?es la constante de los gases, T 
es la temperatura absoluta, z es lacarga del ión, F es la constante de Faraday, y 
C 0 y C, son Ias concentraciones del ión en el exterior y en el interior celular, 
respectivamente. Existe un potencia! de equilibrio para cada ión por separado, y 
el potencia! de membrána viene determinado por el flujo de todos los iones que 
atravtesan la membrána plasmática. Sin embargo, debido a que los axones de 
calamar en reposo son más permeables al K 1 que al Na 1 o que a otros iones 
(íneluyendo G“), el potenciál en reposo de membrána (-60 mV) se encuentra 
próximo al potencia! de equifibrio determinado por ias concentraciones intrace- 
iulares y extracelulares de K 4 (-75 mV). 

A medida que los impulsos nerviosos (potencíales de acción) viajan a lo 
largo de los axones, la membrána se despolaríza (Fig. 12,21). E! potenciál de 


Figúra 12,20 

G ra dien t es iónicos y potenciál de 
membrána en reposo del axón de cala¬ 
mar gigante. Solamente se representan 
las concentraciones de Na h y K* debido a 
que éstos son los iones que actúan en la 
transmisión del impulso nervioso. El Na 4 
es bombeado fuera de la célula, mientras 
que el K' es bombeado hacia el interior, 
por lo que la concentración de Na 1 es su¬ 
perior en el exterior que en el interior del 
axón, y la concentración de K 4 es mayor 
dentro que fuera. La membrána en reposo 
es más permeable al K 1 que al Na* u otros 
iones porque contiene canales de K + 
abiertos, El flujo de K + a través de estos 
canales supone una mayor aportación al 
potenciál de membrána en reposo de -60 
mV, que estará próximo al potenciál de 
equilibrio del K'. 
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Figúra 12.21 

Potenciál de membrána y canales ióni- 
cos durante un potenciál de acción, (A) 

Variac ión del potenciál de membráne en 
un punto del axón gigante de calamar des- 
pués de u n estímuío. y E K son los po¬ 
tencia! es de equiiibrio para el Na 1 y eí K + , 
respectivamente. (B) Prímero, el potenciál 
de membrána au m entá a medida que se 
abren tos canales de Na + regulados por 
voltaje. Después, el potenciál de membrá¬ 
na cae por debajo de s u vak) r d e reposo a 
medida que los canales de Na T se inacti- 
van y los canales de regulados por vol¬ 
taje se abren. Entonces los canales de 
regulados por voltaje se inactivan, y el po¬ 
tencia! de membrána retorna a su valor de 
reposo. 
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Canales de Na + regulados por voltaje abiertos 


© ® 
® © 0 ® 




Reposo 
-60 m V 


membráne varia desde -60 mV a, aproximadamente, +30 mV en menos de un 
milisegundo, tras lo cual vuelve a ser negativo y retorna a su valor de reposo. 
Estos cambios se deben a la apertura y derte rápido y secuencial de los cana¬ 
les de Ma + y K' regulados por voltaje. Una variación pequeňa del potencia! de 
membrána (de -60 mV a -40 mV) provoca la rápida apertura de los canales de 
Na + . Esto permite el flujo de Na + al interior celular, motivado tanto por su gra- 
diente de concentración como por e! potencia! de membrána. La repentina entra- 
da de Na' causa una gran alteración en el potencia! de membrana f que aumenta 
a cerca de +30 m V, acercándose al potenciál de equifibrio del Na' que es aproxi- 
madamente +50 mV. En ese momento se inactivan los canales de Na" y se abren 
los canales de K + regulados por voltaje, aumentando sensiblemente la permeabi- 
lidad de la membrána al K". El K 1 entonces sále rápidamente de la célula, debido 
tanto al potenciál de membrána como al gradiente de concentración del K\ lo 
que provoca que el potencia! de membrána descienda rápidamente hasta valo- 
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Figúra 12.22 

Seňalización por la liberación de neu- 
rotransmisores en una sínapsis. La lle- 

gada de un impuiso nervioso al terminál 
de una neurorta es una seňai que induce 
la fusión de las vesículas sinápticas con la 
membrána plasmétíca, lo que da fugara ia 
liberación del neurotransmisor desde (a 
célula presináptica a ia hendidura sinápti¬ 
ca. Ei neurotransmisor se une a los recep- 
tores y abre los canales iónicos regulados 
por ligando en la membrána plasmática 
de la célula diana. 


Exterior 


Poro 


Sitio de unión 
de la acetilcolina 



Interior Puerta 


res de -75 mV (el potencia! de equilibrio del K + ). Entonces se inactivan los cana- 
les de K 4 regulados por voltaje y el potencia! de membrána retorna a su nivel de 
reposo de -60 mV, determinado por ei flujo de y de otros iones a través de 
los canales que permanecen abiertos en las células no estimuladas. 

La despolarizacíón de ias regiones adyacentes de la membrána plasmática 
permite a los potenciales de acción viajar a lo largo de los axones de las células 
nerviosas como seňales eléctrícas. dando como resultado !a rápida transmísión 
de los impulsos nerviosos a través de largas distancias. Por ejemplo, ios axones 
de las motoneuronas humanas pueden medir más de un metro de longitud. La 
llegada de los potenciales de acción a los terminales de ia mayoría de las neuro- 
nas seňafa la liberación de neurotransmisores, como la acetilcolina, que portan 
las seňales entre las células en la sinapsis <Fig. 12.22). Los neurotransmisores 
íiberados desde las células presinápticas se unen a receptores en la membrána 
de las células postsinápticas, dcnde inducen la apertura de los canales iónicos 
regulados por voltaje, Uno de los canales mejor conocidos es el receptor de la 
acetilcolina de las células musculares. La unión de la acetilcolina abre un canal 
que es permeable tanto al Na* como al K\ Esto permite la entrada rápida del 
Na 4 que despolariza la membrána de ia célula muscular y dispara un potenciál 
de acción. El potenciál de acción causa la apertura de los canales de Ca 24 regu¬ 
lados por voltaje lo que produce un aumento del Ca 24 intracelular, que šerá ia 
seňai para la contracción (véase Fíg. 11.25). 

El receptor de la acetilcolina, aislado inicialmente a partir del órgano eléctri- 
co de la raya Torpédo en los aňos 70, es el prototipo de los canales regulados 
por ligando. El receptor está constituido por cinco subunidades dtspuestas en la 
membrána a modo de un cilindro (Fíg. 12,23). Se cree que en su estado cerra¬ 
do, el poro del canal se encuentra bloqueado por las cadenas laterales de los 
aminoácidos hidrofóbicos. La unión de la acetilcolina induce un cambio confor- 


Figura 12.23 

Modelo del receptor de acetilcolina. El receptor está constituido por cinco subunida¬ 
des dispuestas alrededor de un poro centrál. La unión de la acetilcolina a un sitio de la 
región extraceluiar del receptor induce cambios alostéricos que abren la puerta del canal, 
El canal está recubierto por aminoácidos cargados negativameníe que impiden el flujo de 
los iones negativos. {Adaptado de N. Unwin. 1993. Celí 72 /Neurón 10 (Suppl.): 31.) 
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macionai en el receptor de forma que estas cadenas laterales hidrofóbicas de- 
jan de estar en e! canal, abriendo un poro que permíte el paso de los iones con 
carga positiva, incluyendo Na* y K\ Sin embargo, el canal permanece ímper- 
meable a los iones con carga negatíva, como el Cľ, debido a que está recubier- 
to por aminoáctdos cargados negativamente. 

Los canales de Na* y K H regulados por voltaje presentan un mayor grado de 
selectívidad iónica. Los canales de Na' son más de 10 veces más permeables 
al Na + que al K\ mientras que los canales de K + son más de mil veces más 
permeables al K* que al Na". La selectívidad del canal de Na* se puede explicar, 
al menos en parte, mediante la presencta de un poro estrecho que actúa como 
un filtro de tamaňo. El rádio iónico del Na + (0 r 95 Ä) es más pequeňo que el del 
K' (1,33 Ä), y se cree que el poro del canal de Na* es lo suficientemente estre¬ 
cho como para ímpedir el paso deí K 1 o de iones más grandes (Fíg, 12.24). 

Los canales de K tambíén tienen poros estrechos, que impiden el paso de 
los iones mayores. Sin embargo, ya que el Na* tiene un rádio iónico más peque- 
no, esto no explica la permeabtlídad selectiva de estos canales hacia el K\ La 
selectividad del canal de K* se basa en un mecanismo diferente, que fue eluci- 
dado al determinarse la estructura tridimensional de un canal de por cristalo- 
grafía de rayos X en 1998 (Fig. 12.25). El poro del canal contiene un filtro selec- 
tivo estrecho que está delimitado por oxígenos carbonílicos (C O) del 
esqueteto polipeptídico. Cuando un ion K 4 entra en el filtro de seleccíón interac- 
ciona con estos oxígenos carbonílicos, y las moléculas de agua a las que esta- 
ba unido el K 1 se desplazan, lo que permite al K* deshidratado pasar a través 



Figúra 1224 

Selectividad iónica de los canales de 

Na L Un poro estrecho permite el paso del 
Na* unido a u na unica mofécula de agua, 
pero impide el paso del K o de iones ma- 
yores. 


Figúra 1225 

Selectividad de los canales de K + . El 

canal de K' contiene un filtro selectivo es¬ 
trecho, delimitado por átomos de oxígeno 
carbonílico (C O). El poro es lo suficien¬ 
temente ancho como para permitir el paso 
de K" deshidratado, del cual han sido des- 
plazadas todas las moléculas de agua 
asociadas debido a las interacciones en- 
tre el K + y estos grupos cetónicos. El Na + 
es demasiado pequeňo para interaccionar 
con los grupos cetónicos del filtro selecti¬ 
vo, por lo que permanece unido al agua en 
un complejo que es demasiado grande 
para pasar a través del poro del canal. 
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Figúra í 2 26 

Estructuras de los canaies cattómcos 
regulados por voltaje. Los canaies de 
K . Na', y Ca 2 ' pertenecen a una família 
de proteínas relacionadas, El canal de K + 
está formado por la asociación de cuatro 
subunidades idénticas, una de las cuales 
se muestra en la figúra. El canal de Na h 
está constituido por una única cadena po- 
lipeptídica que contiene cuatro dominíos 
repetídos, cada uno de los cuales es simi- 
lar a una subunidad del canal de K El ca- 
nal de Ca 2+ es similar al canal de NaL 
Cada subunidad o dominio contiene seis 
2 -hélices que atraviesan la membrána. 
La 2 -hélice designada como 4 contiene 
varios aminoácidos cargados positiva- 
mente y actúa como el sensor de voltaje 
que interviene en la apertura del canal en 
respuesta a las variaciones en el poten¬ 
cia! de membrána. 


del poro. Sŕn embargo, un Na + deshŕdratado es demasiado pequeňo para inte- 
raccionar con estos oxígenos carboníiicos en el filtra selectivo, el cual se man- 
tiene abierto. Como consecuencia, el Na + permanece unído a las moláculas de 
agua en un complejo hidratado que es demasiado grande para pasar a través 
del canal. 

Los canaies de Na\ K\ y Ca ?+ regulados por voltaje pertenecen todos a una 
gran família de proteínas relacionadas (Fig. 12.26). Por ejempio, la secuencía 
genómica de C. eíegans ha revelado cerca de 200 genes que codifícan canaies 
iónicos, que presumiblementedesempeňan diversos papeíes en la seňalización 
celular Los canaies de K* están constituidos por cuatro subunidades idénticas, 
y cada una de eilas contiene o dos o seis 2 -hélices transmembrana. Los canaies 
de Na 4 y Ca 24 están constituidos por una única cadena potipeptídica. pero cada 
polipéptido contiene cuatro dominios repetídos que corresponden a las subuni¬ 
dades del canal de K - . La regulacíón de la apertura por voltaje se debe a una de 
las a-hélices transmembrana, que contiene múltiples aminoácidos cargados po- 
sitivamente. La despolanzación de la membrána induce el movímiento de estas 
oargas positivas hacia el exterior celular, lo que altera la posicíón de ešte seg- 
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mento transmembrana y se abre el canal. La rápida inactivación de los canales 
de Na + y K 1 durante la propagación de los potenciaíes de acción es debida a las 
pordones citoplasmáticas de la cadena polipeptídíca, que se unen a la boca 
citoplasmática de! poro del canal e impiden el flujo ióníco (Fig, 12.27). 

Una amplia variedad de canales iónicos (incluyendo los canales de Ca 2+ y 
Cľ) responden a diferentes neurotransmisores, o se abren y cierran con una 
dnética diferente tras la despolarización de la membrána. Las acciones concer- 
tadas de todos estos canales son las responsables de la complejidad de la se- 
ňalización en el sistema nervioso. Más aún, tal y como se describe en el próxb 
mo capítulo, el pape! de los canales iónicos no se limita a las células 
eléctricamente excítables del nervio y del músculo; también desempeňan un 
pape! críticQ en la seňaltzación en otros tipos de células. Por lo tanto, la apertura 
y el cierre regulados de los canales iónicos proporciona a las células un meca- 
nismo sensible y versátil para responder a diversos estímulos ambientales. 


Figúra 12,27 

Inactivación de los canales de K* y de 

Na\ Tras la apertura regulada por volta¬ 
je, los canales de K + y de Na' se inactivan 
rápídamente por la uníón a! poro de las 
fracciones citoplasmáticas de las cadenas 
polipeptídicas. En el caso del canal de K 1 P 
la inactivación se realiza média n te u n me- 
canismo de bola-y-cadena en el que la 
bola corresponde al extremo amino termi¬ 
nál de la cadena poíipeptídica. En e! caso 
del canal do Na 1 , la inactivación viene me¬ 
di ada por el bude intracelularque conecla 
los domínios III y IV. 





Transporte activo dirigido por la hidrálísis de ATP 

El flujo neto de las molécuias por difusión facilitada, tanto a través de proteínas 
transportadoras como de proteínas de canal r siempre es energéticamente favo- 
rable en la dirección que determine el gradiente electroquŕmico a través de la 
membrána. Sin embargo, en muchos casos, la céluia debe transportar molécufas 
en contra de su gradiente de concentración. En e! transporte activo, se utiliza la 
energia proporcionada por otra reacción acoplada (como la hidrólisis de ATP) 
para dirigir el transporte de las molécuias en la dirección energéticamente desfa- 
vorable. 

Las bombas iónicas. que son las responsables de mantener e! gradiente 
ióníco a través de la membráne plasmática, son un buen ejemplo de transporte 
activo dirigido directamente por la hidrólisis de ATP. Como ya se mencíonó an- 
teriormente (véase Tabla 12.1), la concentración de Na k es aproximadamente 
diez veces superiorfuera que dentro de las células, mientras que la concentra¬ 
ción de K es mayor dentro que fuera. Estos gradientes iónicos se mantienen 
por la bomba de Na + - IC (también llamada la ATPasa Na 4 - K + ), que utiliza la 
energia derivada de la hidrólisis de ATP para transportar Na 4 y K' contra sus 
gradientes electroquímicos. Ešte proceso es el resultado de una šerie de cam- 
bios conformacionales de la bomba, dirigidos porel ATP (Fíg. 12.29), En primer 
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Figúra 12.28 

Estructura de la bomba Na + -K + . La bom¬ 
ba de Na ‘ -K' es un heterodímero con una 
subunidad j. con 10 dominios transmenv 
brana y una subunidad // con un solo do¬ 
mínia transmembrana. La subunidad jí es- 
tá altamente glícosilada. 



Exterior 


-Subunidad ji 


Interior 


Subunidad y 


lugar, los iones Na' se urien a sitios de alta afínidad dentro de la célula, Esta 
umón estimula la hidrólisis de ATP y la fosforilación de la bomba, lo que induce 
un cambio conformacional que expone los sitios de unión de Na" al exterior de 
la célula y reduce su afinídad per e! NaT Como consecuencia, el Na* fijado se 
libera en losfluidos extracelulares. Al mismotiempo, los sitios de unión de K' de 
alta afínidad se exponen sobre la superficie celular. La unión de K + extracelular 
a estos sitios estimula entonces la hidrólisis del grupo fosfato unido a la bomba, 
lo que induce un segundo cambio conformacional, exponiendo los sitios de 
unión de K 1 al citosol y disminuyendo su afinídad, por lo que el K* es liberado al 
interior de la céiula. La bomba tiene tres sitios de unión para el Na + y dos para el 
K + , por lo que en cada ciclo se tansportan tres Na* y dos K + a través de la 
membráne plasmática a costa de una moiécula de ATP. 

La importancia de la bomba de Na*-K* queda reflejada en el hecho de que 
se estíma que consume oasi el 25% del ATP utilizado por muchas células ani- 
males. Un papel crítico de los gradientes de Na" y K* establecidos por la bomba 
es la propagación de las senales eléctricas en el nervio y en el músculo. Como 
se deseribe a continuación, el gradiente de Na + establecido por la bomba tam- 
bién se empiea para dirigir el transporte activo de otras moléculas. Otro papel 
importante de la bomba Na* - K" en la mayoría de las células animales es man- 
tener el equilibrio osmotico y el volumen celular. El citoplasma contiene una alta 
concentración de moléculas orgänicas, incluyendo macromoléculas, aminoáä- 
dos, azúcares, y nueleótidos. En ausencia de algo que lo compense, esto pro- 
vocaría un flujo de agua hada el interior por ósmosis, que si no fuera controlado 
provocaría que la célula se hlnchara y, en última inštancia, expiotara. La com- 
pensación requerida la proporcíona el gradiente iónico establecido por la bomba 
de Na* - K 1 (Fíg. 12.30). Concretamente, la bomba establece una mayor con¬ 
centración de Na* en el exterior que en el interior de la célula. Además, como ya 
se ha descrito, el flujo de K* a través de los canaíes abiertos genera un potenciál 
eléctrico a través de la membrána plasmática. Ešte potenciál de membrána, a 
su vez, dirige al Cľ fuera de la célula, por lo que la concentración de Cľ (como 
la del Na ) es casi diez veces mayor en eí fluído extracelular que en el citoplas¬ 
ma. Estas díferencias en la concentración iónica equifibran la elevada concen¬ 
tración de las moléculas orgánicas dentro de las células, igualando la presión 
osmótica y previniendo el flujo nato de agua hacia el interior. 
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Exterior 



3 Na* se urien a sitios expuestos 
dentro de la célula. 


La unión del Na* estimula la 
fosforilación ATP-dependiente 
de la bomba. 



Tras la fosforilación, los sitios d e 
unión del Na* quedan expuestos 
a la superficie celular y disminuye 
su afinidad, por lo que el Na* se 
libera al exterior de la célula. 


o o 2K - 



Al mismo tíempo, 2 K* se unen a 
sitios de alta afinidad expuestos 
a la superficie celular. 




La bomba entonces recupera su 
conformación originál libera n do 
K* al interior d e la célula. 


El transporte actívo de Ca 2+ a través de ía membrána plasmática es dirigido 
por u na bomba de Ca'- ŕ que está relacionada estructuraimente con la bomba de 
Na* - K" , y que también es ímpulsada por la hidrólisís de ATP. La bomba de 
Ca 2f transporta Cá ?+ fuera de la célula, por lo que las concentraciones intracelu- 
lares de Ga 2 * son extremadamente bajas: aproximadamente 0,1 gM respecto a 
la concentradón extracelular de casi 1 m M. Esta concentración intracelular de 
Ca 2 * tan baja hace que la célula sea sensible a pequenos incrementos en el 
nivel de Ca ? * intracelular. Ešte incremento transitorio del Ca 2 * intracelular de- 
sempeňa un papel importante en la seňalización celular, como ya se mencíonó 
al hablar de la contracción muscular (véase Fíg. 11.25) y como se tratará con 
más detaile en el siguiente capŕtulo. 


Figúra 12.30 

Gradientes iónicos a través de la membrána plasmática de una célula tipíca de ma- 
mífero. Las concentraciones de Na* y Cľ son mayores fuera que dentro de la célula, 
mientras que la concentración de K 4 es mayor dentro que fuera. Las bajas concentracio¬ 
nes de Na‘ y Cl equilibran la alta concentración intracelular de los componentes orgáni- 
coSp igualando la presión osmótica y previniendo el flujo neto de agua hacia el íntenor. 


Figúra 12.29 

Modelo de funcionamiento de la bom¬ 
ba Na* - K\ 



Na ¥ ~ 145 m M 


K + =5m M 

cr = 110 mJW 
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Figúra 12,31 

Estructura de u n transportador ABC. La 

unidad básica estructura! de un transporta- 
dor ABC está constiluida por seis dominios 
transmembrana seguídos de una caja d e 
u n ión de AIR, En los transportadores de la 
membrána plasmática (como el transporta- 
dor MDR que aqui se muestra), do s de es- 
tas unidades se fusionan, por lo que el 
transportador está constituido por 12 do¬ 
minios transmembrana y dos sitios de 
unión a ATP. 



Exterior 


ínterior 


En las membranas plasmáticas de bacterias, levaduras, y céíulas vegetales. 
las responsables del transporte activo de H + tuera de la célula son unas bombas 
iónicas simílares. Además, el H + es bombeado de forma activa hada fuera en 
las células que recubren el estómago, produciendo la acidez de los fluidos gás- 
tricos. Las responsables del transporte activo de H" al interior de los lísosomas y 
de los endosomas son bombas estructuralmente distintas (véase Fig. 9.35). 
Todavŕa un tercer tipo de bomba de hľ es la ATR sintetasa de mitocondrías y 
cloroplastos. En ešte caso se puede considerar que la bomba opera en el senti- 
do contrario t utílizando el movimiento de los iones en contra del gradiente eiec- 
troquímico para dirigir la sŕntesis de ATR, 

La mayor família de transportadores de membrána está constituida por los 
transportadores ABC, llamados asi porque se caracterizan por unos dominios 
d e uníón a AT P alfa meňte conservados, o cajas de unión a ATP (ATP-binding 
cassettes) (Rg. 12,30). Se han identificado más de cien miembros de esta famí¬ 
lia en células tanto procariotas como eucariotas. En bacterias, los transportado- 
res ABC utilízan la energia derivada de la hidrólisis de ATP para transportar una 
gran varíedad de moléculas, íncluyendo iones, azúcares, y aminoácidos, En 
células eucariotas, el primer transportador ABC se descubrió como el producto 
de un gen (llamado gen de resistencia a múltiples drogas, o mdr) que hace 
resistentes a las células cancerosas a varíos fármacos empleados en quimiote- 
rapia. Se han identificado dos transportadores MDR. Se expresan normalmente 
en varios tipos de células, donde íntervienen eiiminando compuestos extraňos 
potencialmente tóxicos. Por ejemplo, la expresión de un transportador MDR en 
las células endoteliales de los capilares cerebrales parece que desempeňa un 
papel importante en la protección del cerebro frente a sustancias químicas tóxi- 
cas. Desafortunadamente, se suele alcanzar con frecuencia un alto nivel de 
expresión de los transportadores MDR en las células cancerosas, donde reco- 
nocen a diversos fármacos y los bombean hacia el exterior de las células. Esto 
hace a las células cancerosas resistentes a un amplio espectro de agentes qui- 
mioterapeúticos y s úpon e u n obsiáculo importante para u n tratamiento eficaz 
del cáncer. 

Otro miembro importante, clínicamente hablando, de la família de transpor¬ 
tadores ABC es el gen responsable de la fibrosis quística. El producto de ešte 
gen (llamado regulador transmembrana de la conductancia de la fibrosis quísti¬ 
ca, o CFTR, —del ingiés cystic fibrosis transmembrane conductance regulátor ), 
aunque es un miembro de la familia ABC, actúa como un canal de Cl en las 
células epiteliales, y la característíca de esta enfermedad es un transporte de- 
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fectuoso de! Cľ . El canaJ de Cľ CFTR también es peculiar puesto que parece 
requerír tanto la hidrólisis de ATP como una fosforilación dependiente de AMPc 
para poder abrirse. La base estructural del funcionamiento del CFTR como un 
eanaí íóníco regulado deberá ser elucidada en investigaciones futuras. 

Transporte activo dirigido por gradientes iónicos 

Las bombas iónicas y los transportadores ABC descritos en la sección anteríor 
utiíizan la energia derivada directamente de la hidrólisis de ATP para transpor¬ 
tér moléculas contra sus gradientes efectroquímicos. Otras moléculas se trans- 
portan en contra de su gradiente de concentración empleando energia derivada 
no de la hidrólisis de ATP síno de acoplar el transporte de una segunda molécu- 
la en la dirección favorable energéticamente, El gradiente de Na H que establece 
la bomba de Na + - K + proporciona una fuente de energia que se emplea con 
frecuencia para alimentar el transporte activo de azúcares, aminoäcidos T e 
iones en las células de mamŕferos. Los gradientes de H + establecídos por las 
bombas de H* de bacterias, levaduras, y células vegetales desempeňan un pa- 
pel símilar. 

Las células eplteliales que revisten el intestino proporcionan un buen ejenv 
plo de transporte activo dirigido por el gradiente de Na + , Estas células emplean 
sistemas de transporte activo en los domínios apicales de sus membranas plas- 
máticas para tomar los azúcares y aminoácidos de la diéta desde la luz del 
intestino. La toma de glucosa, por ejemplo, se lleva a cabo por un transportador 
quetransportacoordinadamentedos iones Na* y una glucosa hacia dentro de la 
célula (Fig, 12.32). El flujo de Na* a favor de su gradiente electroquímico propor¬ 
ciona la energia requerida para tomar la glucosa de la diéta y acumular altas 
concentraciones íntracelulares de glucosa, Entonces la glucosa se libera en el 
tejidoconectivo subyaceníe (que contiene capilares sanguíneos) por la superfi¬ 
cie basolateral del epitelío intestinal, a favor de su gradiente de concentración, 
mediante transporte por difusión facilitada (Fig, 12.33). De esta forma, la toma 
de glucosa desde la luz intestinal y su liberación a la circulacíón proporciona un 
buen ejemplo de la función polarizada de las células epiteliales, que se debe a 
la localización específica de los transportadores de transporte activo y de difu- 
sión facilitada en los dominíos apical y basolateral de la membrána plasmática, 
respectivamente. 


Luz intestínai 

Exterior celular 
Alto Na 4 Baja glucosa 

m ® ® ® ® ® ® 

O O O O O B 



Bajo Na 4 Alta glucosa 


Inierior celular 


Exterior celular 
Alto Na 4 Baja glucosa 

© © m m q q 

©o © © © © 



• O Ti © O © 

Bajo Na 4 Alta glucosa 


Interior celular 


Figúra 12.32 

Transporte activo de la gtucosa. El 

transporte activo dirigido por el gradiente 
de Na' es el responsable de la enírada de 
glucosa desde la luz intestinal. El trans¬ 
portador, de forma coordinada, une y 
transporta una glucosa y dos Na' al inte¬ 
rior de la célula. El transporte de Na' en la 
dirección energéticamente favorable es el 
que dirige la entrada de la glucosa contra 
s u gradiente d e concentración. 
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Figúra 12.33 

Transporte de glucosa por las células 
epitetiales intestinales. Lln transporta- 
dor en el dominio apieal de la membrána 
plasmática es e! responsable de la entra- 
da activa d e glucosa (por cotra n sporte 
con Na ) desde la luz intestinaL Como re- 
sultado, la glucosa de la diéta es absorbi- 
da y concentrada dentro de las células 
epiteliales intestinales. La glucosa enton- 
ces se transfiere desde estas células al te- 
jido conectlvo circundante y a la cornente 
sanguinea a través de dífusión facilitada, 
mediada por un transportador en el domí’ 
nie basolateral de la membrána plasmáti- 
ca. El sistema es dirigido por la bomba de 
Na + - K\ que también se encuentra en e! 
dominio basolateral- Reseňar que la e nt ra¬ 
da de glucosa desde el tracto dígestivo y 
su transferencŕa a la circulacšbn depende 
de que los transportadores de glucosa de 
transporte activo y de dífusión facilitada se 
localicen de manera reslringida en los do- 
minios apieal y basolateral de la membrá¬ 
na plasmátiea, respeetivameňte. 


Transporte activo 
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Tejido conectivo y 
suministro sanguíneo 
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La entrada coordinada de glucosa y Na" es un ejemplo de simporte, el 
transporte de dos moléculas en la misma dirección. Por el contrario, la difusión 
facilitada de glucosa es un ejemplo de uniporte, el transporte de una única 
molácula. El transporte activo también puede tener lugar por antíporte, en el 
que dos moléculas se iransportan en direcciones opuestas (Fig. 12.33). Por 
ejemplo, el Ca 2 ' se exporta desde las células no sólo por la bomba de Ca ?4 sino 
también por un aniiporte de Na" - Ca 2 " que transporte Na + hacia dentro de la 
célula y Ca 24 hacia fuera, Otro ejemplo viene dado por la proteína de intercam- 
bio de Na 4 - H\ que actúa en !a regulactón del pH intracelular. El antiportador 
de Na 4 - H’ acopta el transporte de Na + hacia dentro de la célula con la exporta- 
ción de H + , y de esta forma elimina el exceso de H + producido por las reacciones 
metabólicas y previene la acidificacíón del citoplasma. 


Endocitosis 

Las proteínas transportadoras y de canal deseritas en la sección anteriortrans- 
portan moléculas pequenas a través de fa bicapa fosfolipídíca. Las células 
eucariotas también son capaces de captar macromoléculas y partículas del me- 


© 


o 


o 

Interíor 


Figúra 12.34 

Ejemplos de antíporte. El Ca 2 ' y los H se exportan de las células por antiporfadores, 
que acoplan su exportación a un importe energétícamente favorable de NaL 
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Medicína molecular 


La enfermedad 

La fibrosis quística es una 
enfermedad genética recesiva que 
afecta a n i nos y a adultos jóvenes. 
Es la enfermedad heredítaría letal 
más común de los Caucásicos, 
re suita n do afectados 
aproximadamente uno de cada 
2.500 nacídos vivos, aunque es 
poco frecuente en otras razas. La 
dssfunción característica en la 
fibrosis quística es la producdón de 
u n mucus anormalmente e sp eso y 
pegajoso por parte de varios tipos 
de células epíteliales, induyendo las 
células que revisten los tractos 
respirátor!o y gastrointestinal. La 
manifestación cíínica principál es 
una enfermedad respiratoria d e bi d a 
a que las vías aéreas pulmonares se 
obstruyen con espesos tapones de 
moco, seguida del desarrollo de 
Énfecciones bacterianas recurrentes. 
En la mayoría de los pacientes, 
también afecta al páncreas debído a 
que los conductos pancreáticos 
están obstruídos por el mucus. Las 
glándulas sudoríparas también 
funcionan anormalmente, y la 
presencia de un exceso de sa! en el 
sudor es u n carácter diagnostico de 
la fibrosis quística. 

El tratamiento actual de la 
enfermedad incluye la terapia física 
para promover el drenaje bronquíal T 
la admínistración de antibióticos, y la 
reposición de las enzimas 
pancreáticas. Aunque ešte 
tratamiento ha prolongado la 
supervívencia de los individuos 
afectados hasta cerca de los 30 
aňos de edad, la fibrosis quística es 
finalmente moria!, siendo la 
enfermedad pulmonar la 
responsable del 95 % de la 
mortalidad. 

Bases moleculares 
y celuiares 

La característica particular de la 
fibrosis quística es un transporte 
defectuoso de Gl en el epitel io 
afectado. incluyendo los conductos 
sudoríparos y las células que 
revisten el tracto respiratorio. En 
1984 se demostró que los canales 
de Cl~ no funcionaban normalmente 


Fibrosis quística 

en las células epíteliales de los 
pacientes de fibrosis quística. La 
base molecular de la enfermedad se 
aclaró en 1989 al aislarse el gen de 
la fibrosis quística como un don 
molecular. La secuencia del gen 
reveló que codificaba una proteína 
(denominada CFTR de c ystic 
fibrosis X ransmembrane 
conductance regulátor, regulador 
transmembrana de la conductancia 
de la fibrosis quística) que 
pertenecía a la família de los 
transportadores ABC. Varios 
estudios posteriores demostraron 
que el CFTR actúa como un canal 
de Cľ y que tas mutaciones 
hereditarias responsables de la 
fibrosis quística provocan un 
transporte defectuoso de CL. 

Prevención y tratamiento 

Como ocurre con otras 
enfermedades hereditarias, ei 
aislamíento del gen de la fibrosis 
quística abre la posibilidad del 
estudío genético para identifícar a 
los individuos portadores de alelos 
mutantes. En algunas poblaciones 
la frecuencia de portadores 
heterocigotos de genes mutantes es 
tan alta como de uno de cada 25 
individuos, por lo que séria 
recomendable realizar un mapeo de 
la población total para identifícar las 
parejas de riesgo y proporcíonar un 
consejo genético. Además. el 
descubrimiento de que el CFTR 
actúa como un canal de Gl ha 
llevado a nuevas aproximaciones a! 
tratamiento. Una posibilidad es 
utilízar fármacos que estimulen la 
apertura de otros canales de CL en 
el epitelio afectado. 
Alternativamente, la terapia génica 
permite reemplazar los genes CFTR 
normales en el epitelio respiratoho 
de los pacientes con fibrosis 
quística. 

El potencia! de la terapia génica 
se apoya en experimentos que 
demuestran que la introducción de 
u n gen CFTR normál en células 
cultivadas de pacientes de fibrosis 
quística es suficiente para restaurar 
la funclón del canal de Ct“. La 
posible aplicación de la terapia 
génica para la fibrosis quística se 
faciiíta por el hecho de que las 


células epíteliales que revisten las 
vías respiratorias resultan accesi- 
bles a los aerosoles. Estudios con 
animales experimentales han demos- 
trado que los vectores virales pueden 
trensmitir ADNc de CFTR al epitelio 
respiratoria, y el primerensayo huma- 
no de terapia génica para !a fibrosis 
quística se iníció en 1993. Los ensa* 
yos hasta la fecha han demostrado 
que el CFTR puede transportarse y 
expresarse de forma segura en las 
células epíteliales bronquiales de los 
pacientes con fibrosis quística. Hasta 
ah o ra, si n embargo, la etici end a de la 
transferencia génica ha sido baja y la 
expresión del ADNc de CFTR trans- 
ferido ha durado menos de un mes. 
De esta forma se han establecido 
las bases de una transferencia géni¬ 
ca efícaz, pero todavía deben šupe- 
rarse obstáculos significatívos para 
que se desarrolle un protocolo efF 
caz de terapia génica, 
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Modelo para el reguiador de la conductancia 
transmenn brana de la fibrosis quística (CFTR), 
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Figúra 12.35 

Fagocitosis. La unión de una bacteria a 
la superíicie celular estimula la extensión 
de un seudópodo, que termína por engullir 
a la bacteria. La fusión de les membranas 
del seudópodo da como resultado la for- 
mación de una gran vesícula íntracelular 
(un fagosoma). El fagosoma se fusiona 
con los lisosomas para forma r u n fagoliso- 
soma, dentro del cual se digiere la bacte- 
ria ingerida. 


Figúra 12.36 

Ejempíos de céfulas fagoeíticas. (A) 

Ameba engullendo otro protista, (B) Ma- 
crofagos ingiriendo glóbulos rojos. Se ha 
aňadido color a la micrografía (A, R. N 
Bánd y H. S. Pankratz/ Biologícal Photo 
Service; B. cortesía de Joef Swanson.) 


dio circundante por un proceso distinto llamado endocrtosis. En la endocitosis, 
el materiál que se va a introducir es rodeado por una porción de la membrána 
plasmática que Juego se tnvagina para formar una vesícula que contiene el ma¬ 
téria! íngerido. El término «endocitosis» fue acuňado por Christian deDuve en 
1963 e incluía tanto la ingestión de partíeulas grandes (como bacterias) como la 
entrada de fíuidos o macromoléculas en pequeňas vesŕculas. La pri mera de 
estas actívidades se conoce como fagocitosis (acción celular de comer) y la 
otra como pinocitosis (acción celular de beber). 

Fagocitosis 

Durante la fagocitosis tas células engullen partíeulas grandes como bacte¬ 
rias, desechos celulares, o incluso células intactas (Fíg, 12.35). La unión de la 
partícula a unos receptores sobre la superficíe de la célula fagocitica dispara la 
extensión de seudópodos —un movimiento de la superíicie celular basado en la 
actina, que se trató en el Capítulo 11—. Los seudópodos acaban rodeando a la 
partícula y sus membranas se funden para formar una gran vesícula intracelu- 
lar (>0,25 de díámetro) llamada fagosoma. Los fagosomas entonces se 
fusionan con los lisosomas, dando lugar a los fagolisosomas en los que el 
matéria! íngerido se digiere por la acción de las hidrolasas ácidas lisosoma- 
les (véase Cap, 9). Durante la maduración del fagolisosoma, alguna de las pro- 
teínas de membrána internalízadas se reciclan a la membrána plasmática, 
como se deseribe en la siguiente sección para la endocitosis mediada por re- 
ceptor. 

La ingestión por fagocitosis de partíeulas grandes desempeňa papeles dis- 
tintos en los díferentes tipos de células (Fíg, 12,36). Muchasamebas empiean la 
fagocitosis para capturar partíeulas afimenticias, como bacterias u otros proto- 
zoos. En fos animales pluriceluiares los papeles príndpales de la fagocitosis 
son proporcionar una defensa contra microorganismos invasores y eliminar cé¬ 
lulas viejas o danadas del cuerpo. En los mamíferos la fagocitosis es la función 
principál de dos tipos de glóbulos blancos sanguíneos, maerófagos y neutrófi- 
los, a los que se denominafrecuentemente “fagocitos profesionales>>. Tanto los 
maerófagos como los neutrófilos desempeňan un papel crítico en los sistemas 
de defensa del organismo, eliminando los microorganismos de los tejidos infec- 
tados, Un notorio ejempfo del alcance de esta actividad viene dado por los ma- 
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(A) 


Macronnolécula exlracelular (ligando) 



con clatrina 




0,2 t 


crofagos del bazo e hígado humanos, los cuales son responsables de la des- 
trucción diáriá de más de t O 11 células sanguíneas avejentadas. 

Endocitosis mediada por receptor 

A diferencia de la íagocitosis, que desempeňa solamente papeles especializa- 
dos T la pinocitosís es y n proceso común entre las células eucariotas, La forma 
mejor caracterizada de ešte proceso es !a endocitosis mediada por receptor, 
que proporciona un mecanismo para la entrada selectiva de macromoléculas 
específicas (Fig 12.37). En primer lugar, las macromoléculas que se van a in- 
troducirse unena receptores específicosde la superficie celular. Estos recepto- 
res se acumulan en regiones especializadas de la membrána plasmätica deno- 
minadas depresiones revestidas con clatrina. Estas depresíones se invaginan 
a partír de la membrána para formar pequeňas vesículas revestidas con cla¬ 
trina que contíenen los receptores y sus macromoléculas unidas (ligandos). A 
continuación, las vesículas revestidas con clatrina se fusionan con endosomas 
tempranos, y su contenído se distribuye bien para transportarse a los lisosomas 
o bien para redclarse a la membrána plasmática. 

La captura de colesterol por las células de mamíferos tia proporcionado un 
modelo cieve para comprender la endocitosis mediada por receptor a nível mo- 
lecular. El colesterol se transporta a través del torrente sanguíneo en forma de 
partículas lipoproteínicas, la más común de las cuales se denomina lipoproteí- 
na de baja densidad, o LDL, (del inglés low-density fipoprotein) (Fíg. 12.38). 
Los estudios en los laboratorios de Michael Brown y Joseph Goldstein demos- 
traron que la entrada de LDL en las células de mamíferos requiere la unión de 
las LDL a un receptor espedfico de la superficie celular que se acumula en 


Figúra 12.38 

Estruetura de una LDL, Cada particula de LDLcontiene aproximadamente 1.500 mole- 
culas de ésteres de colesterol en un núcleo de natoraleza lipídica. El núcleo está rodeado 
por una cubterta que contŕene 500 moléculas de colesterol, 800 moléculas de fosíolípldo, 
y una molécula de apoproteína BI00. 


Pase 2 



Fase 4 




Figúra 12.37 

Formación de una vesícula revestida 
con clatrina. (A) Las macromoléculas 
extracelulares (ligandos) se unen a recep¬ 
tores de la superficie celular que se acu¬ 
mulan en depresiones revestidas con cla¬ 
trina, Estas depresíones se invaginan 
desde la membrána plasmälica para for¬ 
mar vesículas intracelulares revestidas 
con clatrina. (B) Micrografias electrónicas 
mostrando cuatro fases en la formación 
de una vestcula revestida con clatrina a 
partir de una depresión revestida con cla¬ 
trina, (B, M. M, Perry, 1979. J, Ceif Scien¬ 
ce 34; 266.) 
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Receptor de tas LDL 


Hipercoleslerolemia familiar: unión detectuosa de lipoproteínas a 
fibroblastos en cultivo asocíada a ta regulación aJterada de la actividad 
de la SJiidroxi-S-metiiglutaril coenzima A reductasa 

Michael S, Brown y Joseph L. Goldstein 

University of Texas Southwestern Medical SchooL Dallas 

Proceedings ofthe Natsonat Academy of Science USA, 1974 , Vofume 71, págs. 788-792 


Co n text o 

La hipercolesterotemia familiar 
(HF) es una enfermedad genética 
en la que los pacientes tienen 
niveles muy elevados de colesterol 
sérico y sufren ataques de corazón 
premafuros. Michael Brown y 
Joseph Goldstein comenzaron a 
estudiar e sta enfermedad en 1972 
con la idea de que la 
superproducción de colesterol se 
debía a un defecto en los 
mecanismos de controf que 
normafmente regulan fa biosíntesis 
dol colesterol. De forma 
consecuente con esta hipotesis, 
encontraron que al aňadir LDL al 
medio de cultivo de fibroblastos 
normales humanos se inhibía la 
actividad de la 

3-hidroxF3-metííglutaril coenzima A 
reductasa (HMG-CoA reductasa), 
la enzíma Iímitante en la ruta 
biosintética del colesterol. Por el 
contrario, la adición de LDL a !as 
células de los pacientes con HF no 
afecta a la actividad de la 
HMG-CoA reductasa, lo que da 
como resultado la superproducción 
de colesterol por las células H F. 

De manera quizás 
sorprendente, experimentos 
posteriores indicaron que esta 
anormalldad en la regulación de la 
HMG-CoA reductasa no se debía 
a una mutación en el gen de la 
HMG-CoA reductasa. En cambio, 
la regulación anormal de 
HMG-CoA reductasa parecía que 
era debida a la incapacidad de las 
células HF de obtener el 
colesterol a partir de las LDL, En 
1974, Brown y Goldstein 
demostraron que Ja les ión de las 
células HF es un defecto en la 
union de las LDL a un receptor de 
superficie celular. La identifícación 


del receptor de LDL llevó a una 
šerie de experimentos 
revolucionarios en los que Brown, 
Goldstein y sus colaboradores 
describieron la ruta de la 
endocítosis medlada por receptor. 

Experimentos 

En s u art ículo de 1974, Brown y 
Goldstein publicaron los resultados 
de experimentos en los que 
investigaron la un ión de LDL, 
marcado radiactivamente, a 
fibroblastos tanto de individuos 
normales como de pacientes con 
H F. Se aňadió una pequeňa 
cantídad de LDL radiactiva al 
medio de cultivo, y se determinaba 
la cantídad de radíactividad unida a 
las células después de tiempos 
variables de íncubación (véase 
figúra). Cantidades crecientes de 
LDL radiactiva se unían a las 
células normales en función del 

Células normales 



tiempo de incubacíón. Resultaba 
importante el hecho de que al aňadir 
LDL no marcado en exceso disminuía 
la u n ión de LDL radiactiva, lo que 
indicaba que la unión se debía a una 
interacción específica de las LDL con 
un número límítado de sitios sobre la 
superficie celular. La especificidad de la 
interacción se corroboró al observarse 
que cantidades en exceso de otras 
lipoproteínas no interferían con la unión 
de las LDL. 

En contraste con estos resultados en 
los fibroblastos normales, las células de 
pacientes HF no unían LDL radiactiva 
de manera específica. Por lo tanto, 
parecía ser que los fibroblastos 
normales poseían un receptor 
específica de LDL que estaba ausente 
o defectuoso en las células HF. Brown 
y Goldstein concluyeron que el defecto 
observado en la unión las LDL a las 
células H F «puede representar la 
aíteracion genética fundamental d e esta 
enfermedad», justificando la incapacidad 
de la LDL de inhibir la HMG-CoA 
reductasa, y la superproducción 
resultante de colesterol. Experimentos 
adfcionales mostraron que las LDL 
unidas a los fibroblastos normales están 
asociadas con la fracción d e membrána 
de la céfula, sugiriendo que el receptor 
de LDL es una proteína de superficie 
celular. 

Células con HF 



Horas 

Transcurso de la unión de LDL radiactiva a células normales y con HF, Las células se incubaron 
con f 1 * 5 !] LDL radiactiva en presenda (círculos blancos) o ausencia (cfrculos negros) de un exceso 
de LDL no marcado. Después se recogíeron las células y se determrnó la cantídad de LDL 
radiactiva fijada. Los dalos se presentan como nanogramos de LDL unido por milígramo de 
proteína celufar. 
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Receptor de las LDĹ (continuación) 


Impacto 

Tras identifícar al receptor de LDL, 
Brown y Goldstetn demostraron 
que las LDL unidas a la superficie 
celular rápidamente se introducen y 
se degradan a colesterol libre en 
los lisosomas. En colaboración con 
Richard Anderson establecieron 
que el receptor de LDL se introduce 
mediante endocitosis desde 
depresiones revestidas. Además, 
sus estudios demostraron que el 
receptor de LDL se recicla a la 
membrána plasmática después de 
disociarse de su ligando dentro de 
la eélula. 


Unos expenmentos que se 
ínicíaron con e! objeto de entender 
la regulación de la 


biosíntesis del colesterol 
llevaron a descubrir la 
ruta principál por 3a cual 
las céľulas eucariotas 
introducen 
macromoléculas 
específlcas —un 
ejemplo notorío de la 
forma en la que la 
ciencia y los científicos 
pueden avanzar en 
nuevas direcciones no 
previstas—. 



Joseph Goldstein 


depresiones revestidas de clatrina y que se introduce por endocitosis. Como se 
describe en la sección siguiente, el receptor posteriormente se recicla a la mem¬ 
brána plasmática mientras que la LDL se transporta a los lisosomas, donde se 
iibera e! colesterol para ser utilizado por la célula. 

Los datos reveladores acerca de ešte proceso surgieron a partir de estudios 
de pacientes con una enfermedad hereditaria conocida como hipercolesterole- 
mia familiar. Los pacientes con esta enfermedad presentan niveles muy altos de 
colesterol sérico y sufren ataques cardíacos prematuros. Brown y Goldstein ha- 
llaron que las células de estos pacientes eran incapaces de íntrodudr LDL des¬ 
de los fluidos extracelulares, lo que causaba que se acumulara un elevado nivel 
de colesterol en la circulación. Experimentos posteriores demostraron que las 
células de ios individuos normales poseen un receptor para las LDL que se 
acumula en las depresiones revestidas, y que la hipercolesterolemia familiar se 
debe a mutaciones congénitas deí receptor de LDL. Estas mutaciones son de 
dos tipos. Las céiulas de la mayoría de los pacientes con hipercolesterolemia 
familíar sencillamente son incapaces de unir LDL, to que demuestra que se ne- 
cesita un receptor específico de la superficie celular para la entrada de LDL. 
Además, se identificaron algunos pacientes en cuyas células se babia unído 
LDL pero eran incapaces de internal izarla. Los receptor es de LDL de estos pa¬ 
cientes no se acumulaban en las depresiones revestidas, lo que proporcionaba 
una evidencia directa del papel centra! de las depresiones revestidas en la en¬ 
docitosis medíada por receptor, 

Las mutaciones que impiden al receptor de LDL acumuíarse en las depresio¬ 
nes revestidas se localizan en la cola cítoplasmática del receptor y pueden ser 
tan sutiles como un cambio de tírosina por cisteína (Fig, 12.39). Estudios poste¬ 
riores han definido la senal de iniernalízación de! receptor de LDL como una 
secuencia de seis amínoácidos, incluyendo la tirosina esencial. En ías colas 
citoplasmáticas de otros receptores captados a través de depresiones revesti¬ 
das de clatrina, se encuentran seňales de internalización similares, incluyendo 
con frecuencia restos de tirosina. Estas seňales de internalización se unen a 
proteínas adaptadoras, que a su vez se unen a ta clatrina en el lado cítosólico de 
fa membrána, de manera parecída a como se formaban las vesículas revestidas 
de clatrina d u raňte el transporte de hidroiasas lisosomicas desde la red trans 
del Golgi (véase Fig. 9.33). La clatrina se ensambla en una estructura a modo 
de cesta que distorsiona la membrána, formando depresiones invaginadas (Fig. 
12.40). Una proteína de unión a GTP, denominada dínamína, se dispone en 
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Figúra 12,39 

Receptor de LDL El receptor de LDL in- 

cluye 700 aminoácidos extracelulares, 
una 3-hélice transmembrana de 22 emi¬ 
ri oácidos y una cota cítoplásmica de 50 
aminoácidos. Los 292 aminoácidos del 
exíremo N-terminal constituyen el dominio 
de unión a LDL. Seis aminoácidos dentro de 
la cola cítoplásmica definen la senal de in¬ 
terná! ización, que se reconoció por vez 
primera porque la mutación que determi- 
na el cambio de Tyr por Cys en un caso de 
hípercolesterolemia famiiiar ämpide que el 
receptor se acumule en las depresiones 
revestidas. 


anillos alrededor del cuelío de estas depresiones invaginadas, lo que conduce a 
la liberación de las vesículas revestidas dentro de la célula. 

La endocitosís mediada por receptor es una actividad earacterística de la 
membrána citoplasmática de las células eucariotas. Se han encontrado más de 
20 receptores diferentes que se introducen de forma selectiva por esta ruta. 
También se incorpora fluido extracelular a las vesículas revestidas según se 
invaginan desde la membrána plasmática, por lo que la endocitosís mediada 


Figúra 12.40 

Formación de depresiones revestidas de clatrina, (A) Unas proteinas adaptadoras se 
unen tanto a la clatrina como a las seňates de interná!ización presentes en las colas 
citopfasmáticas de los receptores. (B) Mícrografia electrónica de una depresíón revestida 
de clatrina mostrando la estructura en cesta de la red de clatrina. (B, cortesía de John E. 
Heuser, Washington Uníversity School of Medicíne.) 
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po r receptor provoca la entrada no selectíva del fluido extracelular y de $us 
contenidos (endocitosis en fase fluida), además de la introducción de macro- 
moJéculas específícas. Las depresíones revestídas suelen ocupar del 1 % al 2 % 
de la superficie de la membrána plasmática y se estima que tienen una vida 
média de uno a dos minutos. Partiendo de estas cif ras, se calcula que la endoci¬ 
tosis mediada por receptor produce la internalización de una superficie celular 
equivalente a la totalidad de ia membrána plasmática aproximadamente cada 
dos horas, 

Varíos estudios indican que las células también poseen vías de endocitosis 
independientes de clatrina. Por ejemplo, los fluidos y algunas moléculas unidas 
a la membrána continuan siendo endocitadas bajo condicíones experimentales 
que inhiben ta endocitosis desde las depresíones revestídas por clatrina. Una 
ruta de endocitosis independiente de clatrina implica la entrada de moléculas en 
pequeňas invaginaciones de la membrána plasmática (de 50 a 80 nm de diáme- 
tro) denominadas caveolas (Fíg. 12.41). Además, unas vesículas grandes 
(0,15 a 5,0 nm de diametra) pueden intervenir en la entrada de fluidos en un 
proceso conocido como macropinocitosis. Por lo tanto, mientras que la endo- 
citosis dependiente de clatrina proporciona claramente una ruta principál para la 
entrada tanto de fluidos como de macromoléculas específicas, las células tam¬ 
bién pueden utilizar vanos mecanismos posibfes independientes de la clatrina. 


Figúra 12.41 

Caveolas. Micrografías electrónicas de 
caveolas. (A, cortesía de R, G. W. Ander- 
son/University of Texas South Western 
Medical School-Dallas; B, cortesía d e 
John E. Heuser, Washington University 
Schoo! of Medicine.) 


Tráfico de proteínas en la endocitosis 

Tras su internalización, las vesículas revestídas de clatrina se despojan rápida- 
mente de sus revestimientos y se fusionan con endosomas tempranos, que 
son vesículas con extensiones tubulares que se localizan en la periféria de la 
célula. La especifícidad de la fustón de las vesículas endocíticas con los endo¬ 
somas viene determinada por proteínas Rab de unión a GTP y por la interacción 
entre pares complementarios de proteínas transmembrana de la vesícula y de 
la membrána diana (v-SIMAREs y LSNAREs), como se describió en el Capítu- 
lo 9. Los endosomas tempranos son un compartimento de clasificación, desde 
el cual las moléculas absorbidas por endocitosis son o bien recicladas a la 
membrána plasmática o bien transportadas a los lisosomas para ser degrada- 
das Además, los endosomas tempranos de las células polarizadas pueden 
transferir las proteínas endocitadas a diferentes dominios de la membrána plas¬ 
mática —por ejemplo, entre los dominios apical y basolateral de las células epi- 
teliales—. 

Una característíca importante de los endosomas tempranos es que mantie- 
nen un pH interno äcido {entre 6,0 y 6,2) como resultado de la acción de una 
bomba de H 4 en la membrána. Ešte pH ácido provoca que muchos ligandos se 
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Figúra Í2A2 

Clasificación en los endosomas tern- 
pranos. La LDL unída a su receptor se in¬ 
terná liza en vesículas revestida s de clatrina, 
que se desprenden d e sus revestimientos y 
se fusionan con endosomas tempranos. 
Con el pH ácido de los endosomas tern- 
pranos, la LDL se disocia de su receptor, y 
(os materiales endocitados se clasifican 
para su degradación en los lisosomas o su 
reeiciaje a la membrána piasmática. La 
LDL se transporta desde los endosomas 
tempranos a endosomas tardíos en gran- 
des vesículas transportadoras que migran 
a lo largo de los microtúbulos. Las vesícu- 
las transportadoras que portan hidrolasas 
lisosómicas desde el aparato de Golgi se 
tusionan con los endosomas tardíos, que 
maduran a lisosomas donde la LDL se de- 
g rad a y se Uberá el co teste rol, Por otro 
lado T el receptor de LDL se recicla desde 
los endosomas tempranos a ta membrána 
piasmática. 


Lisosoma 


Liberacion 
de co I ešte rol 


disocien de sus receptores en el endosoma 
temprano. Tras ešte desacoplamiento, los re¬ 
ceptores y sus ligandos pueden transportarse 
a destinos intracelulares diferentes. Un ejem- 
plo clásico lo proporciona la LDL, que se diso¬ 
cia de su receptor en los endosomas tempra¬ 
nos (Fig, 12.42). El receptor entonces retorna 
a la membrána piasmática mediante vesículas 
de transporte que surgen a partir de extensio- 
nes tubulares de los endosomas. Por otro 
lado t la LDL se transporta (junto con otros con- 
tenidos solubles del endosoma) a los lísoso- 


más, donde su degradación libera al colesterol. 

Reciclarse a la membrána piasmática es el destino principál de las proteínas 
de membrána captadas por endocítosis mediada por receptor, y muchos recep¬ 
tores (porno el receptor de LDL) se devuelven a la membrána piasmática tras 
disociarse de sus ligandos en los endosomas tempranos. El reeiciaje de estos 
receptores supone la continua internalización de sus ligandos. Por ejemplo. 
cada receptor de LDL realiza u n ciclo de ida y vuelta desde la membrána pias¬ 
mática a los endosomas aproximadamente cada 10 minutos. La importancia de 
la ruta de reeiciaje se muestra por la magnítud del tráfico de la membrána que 
resulta de la endocítosis. Como ya hemos reseňado, aproximadamente el 50% 
de la membrána piasmática se tnternaíiza cada hora por endocitosis mediada 
por receptor, por lo que debe ser reemplazada a una velocidad equivalente. 
Este reemplazamiento se debe, en su mayor parte, al reeiciaje del receptor; 
cada hora solamente se sintetiza de novo un 5% de la superficie celular 

Los ligandos y las proteínas de membrána destinados a degradarse en los 
lisosomas se transportan desde endosomas tempranos a endosomas tardíos, 
que se localizan cerca del núcleo {véase Fíg. 12.42), El transporte desde los 
endosomas tempranos a los tardíos viene mediado por el movimieľnto de gran- 
des vesículas transportadoras endocŕticas a lo largo de los microtúbulos. Los 
endosomas tardíos son más ácidos que los endosomas tempranos (pH entre 
5,5 y 6,0) y, como se describió en el Capŕtulo 9, son capaces de fusionarse con 
vesículas transportadoras que portan hidrolasas lisosómicas desde el aparato 
de GotgL Entonces los endosomas tardíos maduran a lisosomas cuando ad- 
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quíeren todo un complemento de enzimas lisosómícas y alcanzan mayor acidez 
(pH sobre 5). Dentro de los lisosomas, los materiales endooitados se degradan 
por la acción de las hidrolasas ácidas. 

Aunque muchos receptores (como el receptor de LDL) se reciclan a la mem¬ 
brána plasmátiea, otros siguen destinos diferentes. Algunos son transportados 
a los lisosomas y degradados junta con sus ligandos. Por ejemplo, los recepto¬ 
res superfidales celulares de varios factores de crecimiento (descritos en el 
próxímo Gapítulo), se introducen tras la unión del factor de crecimiento y termí- 
nan síendo degradados en los lisosomas, El resultado de ešte proceso es la 
eliminación de los complejos receptor-ligando de la membrána plasmátiea, !o 
que implica el final de la respuesta de la célula a una estimulación por un factor 
de crecimiento —fenómeno conocido como regulación por disminución del 
receptor (receptor down-reguiation) 

Un tlpo especiaiízado de recielaje desde los endosomas desempeňa un pa- 
pel importante en la transmtsión de los impulsos nerviosos a través de las sinap- 
sis (Fig, 12,43), Como se descríbió anteriormente en ešte capítulo. ía Itegada de 
un potenciál de acción a la terminación de la mayoría de las neuronas es una 
seňal para la fusión de las vesículas sínápticas con la membrána plasmátiea, 
liberandose los neurotransmisores que transmiten la seňal a las células postsi- 
nápticas, Entonces, tas vesículas sinápticas vacías se recuperan a partir de la 
membrána plasmátiea mediante vesículas recubiertas de clatrina. que se fusio- 
nan con los endosomas tempranos, Las vesículas sinápticas se regeneran di- 
rectamente a partir de tos endosomas. Acumulan un nuevosuministro de neuro¬ 
transmisores y retornan a la membrána plasmátiea, quedando preparadas para 
el próximo ciclo de transmisíón sinäptica. 

En las células polarizadas (p* ej. , células epiteliales), los receptores internaii- 
zados también se pueden transferir a través de la célula al dominio opuesto de 
la membrána plasmátiea —un proceso llamado transcitosis. Por ejemplo, un 
receptor endocitado desde el dominio basolateral de la membrána plasmátiea 
puede ser seleccionado en los endosomas tempranos para transportarse a la 
membrána apical. En algunas células éste es un mecanismo importante de cla- 
sificación de las proteínas de membrána (Fig, 12.44). En vez de ser elasifieadas 
en la red trans Golgi para su entrega en los dominios apical o basolateral (véase 
Fig, 9.29), las proteínas se dírigen iniciafmente a la membrána basolateral, Las 
proteínas destinadas a la membrána apical $e transfieren después a su lugar por 
transcitosis, Además, la transcitosis proporciona un mecanismo para la transfe- 
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Figúra 12A3 

Recielaje de vesículas sinápticas. 
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Figúra 12.44 

Clasilicacíón de Jas protemas por trans- 
citosis. U na proteína destinada al domi¬ 
nio apical de la membrána plasmática se 
transporta en primer iugar desde el apara- 
to de Golgi al dominio basolateral. Des- 
pués es endocitada y transportada de for¬ 
ma selectiva al dominio apical desde los 
endosomas tempranos. 


rencia de macromoléculas extracelulares a 
través de capas de células epiteliales. Por 
ejemplo, muchos tipos de células epiteliales 
transportan anticuerpos desde la sangre a 
varios fluidos secretados, como la leche. 
Los anticuerpos se unen a sus receptores 
en la superficie basolateral y mediante 
transcitosís se dirigen, junto con sus recep¬ 
tores, a la superficie apical. Entonces se es- 
cinden ios receptores liberándose los anti¬ 
cuerpos a las secreciones extracelulares. 


Figúra 12.45 

Paredes celulares bacterianas. La mem¬ 
brána plasmática de Jas bacterias Gram-ne- 
gativas está rodeada por una pared cefu- 
lar delgada por debajo de la membrána 
externá. Las bacterias Gram-positivas 
carecen de la membrána externá y tienen 
una pared celular gruesa. 
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Paredes celulares y matriz extracelular 

Aunque el limite de la célufa viene definido por la membrána plasmática, mu- 
chas células se encuentran rodeadas de una formación insoluble de macromo¬ 
léculas secretadas. Las cétulas de las bacterias, hongos, algas, y plantas supe- 
riores están rodeadas por una pared celular rígida, que es una parte integrál de 
la céluía. Las células animales, aunque no están encerradas en paredes celula¬ 
res, están asociadas íntimamente en los tejídos con una matriz extracelular 
compuesta por proteínas y pollsacáridos, La matriz extracelular no sólo propor- 
ciona un soporte estructural a las células y a los tejidos, sino que también de- 
sempeňa papeles importantes en la regulación del comportamiento de las célu¬ 
las en los organismos pluricelulares. 

Paredes celulares bacterianas 

Las paredes celulares rígidas de las bacterias determinan la forma de la célula y 
previenen que la célula estalle como conseeuencia de la presión osmótica. La 
estructura de sus paredes celulares divide a las bacterias en dos amplios gru- 
pos que pueden distinguirse por un método de tinción conocida como la tinción 
Gram, desarrolfada porChristian Gram en 1884 (Fig. 12.45). Gomoya se men- 
cionó en ešte capítulo, las bacterias Gram-negatívas (como E. coft) tienen un 
sistema de membrána doble en el que la membrána plasmática está rodeada 
por una membrána externá permeable. Estas bacterias tienen una pared celular 
delgada localizada entre sus membranas interná y externá. Por el contrano, tas 
bacterias Gram-positivas {como el patógeno h u ma no común Staphyíococcus 
aureus) presentan solamente una única membráne plasmática, que está rodea¬ 
da de una pared celular mucho más gruesa, 

A pesa r de estas diferencias estructurales, el principál componente de las pare¬ 
des celulares tanto de las bacterias Gram-negativas como Gram-positivas es el 
peptidoglicano (Fíg. 12.46) que está constituido por cadenas lineales de polisacá- 
ridos, entrelazadas por péptidos cortos. Debido a su estructura entrelazada, el pep- 
tidoglicano forma una cubierta covalente fuerte alrededor de toda la célula bacteria“ 
na. Es ínteresante destacar que lo que les hace a las bacterias vulnerables frente a 
































C a p e t u I o 12 • Superficie celular • 519 



algunos antibióticos es fa estructura característíca de sus paredes celulares. La 
penicilíne, por ejemplo, inhibe la enzima responsable de formar los puentes de 
unión cruzados entre las diferentes hebras de peptidoglicano, interfiriendo de esta 
manera en la sŕntesis de la pared celular y bloqueando el crecímiento bacteriano, 

Paredes celulares v e get ale s 

A diferencia de las de las bacterias, las paredes celulares de los eucariotas 
(incluyendo hongos, algas, y plantas superiores) se componen principalmente 
de polisacáridos (Fig, 12,47). El polisacárido esíructural fundamental de las pa¬ 
redes celulares de los hongos es la qultina (un polimero de restos de AAacetil- 
glucosamina), que también forma el exoesqueleto de los artrópodos (p. ej., los 
caparazones de los cangrejos). Las paredes celulares de la mayoría de las al- 
gas y de las plantas superiores se componen principalmente de celulosa, que 


Figúra 12,46 

Peptidoglicano de E. cotl Las cadenas 
de polisacáridos están constituidas por 
restos de /V-acetilglueosannina (NAG) y 
ácido /V-acetifmurámico (NAM) alternan- 
tes, unidos por enlaces glicosídŕcos /í 
(1—>4). Las cadenas paraleJas se entrela- 
zan por tetrapéptidos unidos a los restos 
de MAM Los aminoácidos que forman los 
tetrapéptidos varían en las dístintas e s pe¬ 
čieš bacteríanas. 
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Figúra 12.47 

Polisaeáridos de paredes celulares de hongos y de vegetales. (A) La quitina (el polí- 
sacárído principál de la pared celular de los hongos) es un polimero lineal de restos de 
A/-acetHglucosamina P mientras que la celulosa es un pofímero lineal de glucosa Los mo- 
nómeros de carbohidrato se unen por enlaces (í (1 ->4), permitiendo a los polisacándos 
formar cadenas largas y rectas. (B) Las cadenas paralelas de eelulosa se asocian para 
formar microfibrillas. 

es el polŕmero más abundante de la tierra, La eelulosa es un pofímero lineal de 
restos de glucosa que suele estar constituido por más de 10,000 monómeros de 
glucosa. Los restos de glucosa se urien por enlaces jí (1 —» 4), lo que permite al 
polisacárido formar largas cadenas rectas. Varias docenas de dichas cadenas 
se asocian en paralelo unas con otras para formar microfibrillas de eelulosa 
que pueden alcanzar una longitud de varias mieras. 

En el intenorde la pared celular, las microfibrillas de eelulosa están embebi- 
das en una matriz compuesta por proteínas y otros dos tipos de polisacándos: 
hemicelulosas y pectinas (Fig. 12.48). Las hemicelulosas son polisaeáridos al- 
tamente ramifieados que están unidos a la superficie de las microfibrillas de celu- 
losa por enlaces de hidrógeno. Esto entrelaza las microfibrillas de eelulosa dando 
lugar a una red de moléculas fibrosas y reslstentes. que es la responsable de la 
resistencia mecánica de las paredes celulares vegetales. Las pectinas son poli¬ 
sacándos ramifieados que contienen un gran numero de restos de ácido galactu- 
rónico cargados negativamente. Debido a estas múltiples cargas negativas, las 
pectinas se unen a iones cargados posiiivamente (como el Ca ? ~) y atrapan molé- 
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Figúra 12.48 

Modelo de una pared celular vegetal. (A) Estructuras de una hemicelulosa (xiloglucano) 
y de una pectina (ramnogalacturano) representativas El xiloglucano está constituido por un 
esqueletode restos de glucosa (Glc) con cadenas laterales de xilosa (Xyl), galactosa (Gal) 
y fucosa (Fuc). El esqueleto del ramnogalacturano contiene ácido galacturónico (GalA) y 
restos de ramnosa (Rha), a los cuales se unen también numerosas cadenas laterales. (B) 
Las hemicelulosas se unen a la superficie de las miorofibrNIas de celulosa formando una red 
fibrosa que se encuentra embebida en una matriz gelatinosa de pectinas. 
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culas de agua para formar geles. Un ejemplo iiustrativo de sus propiedades gelifi- 
cantes fo muestra el hecho de que las mermeladas y las gelatinas se producen 
aňadiendo pectinas al zumo de frufas, En la pared celular, las pectinas fornnan 
una red gelatinosa que está unida con las microfibrillas de celulosa entrelazadas. 
Además, las paredes celulares contienen varias glicoproteínas que se incorpo- 
ran a la matriz y que se cree que proporcionan un mayor soporte estructuraL 

Tanto la estrucfura como la funcion de la pared celular varían a medida que 
las células vegetales se desarrollan. La pared de tas células vegetaies en creci- 
miento (denominada pared celular primaria) es refafivamente delgada y flexl- 
bfe, to que permite a la célula crecer en tamaňo. Una vez que las célutas han 
eesado su crecimiento, suelen desarrollar una pared celular secundaria entre 
la membrána plasmática y la pared celular primaria {Fig, 12.49). Esta pared 
celular secundaria, que es más ancha y más rígida que la pared primaria, es 
particularmente importante en aquellos tipos celulares responsables de condu- 
cir el agua y de proporeionar resistencia mecánica a la planta. 

Las paredes celulares primaria y secundaria se diferencian en la composi- 
don asi como en el grosor. La pared celular primeria contiene, aproximadamen- 
te, cantidades iguales de celulosa, bemicelulosa, y pectina. Sin embargo, la pa¬ 
red secundaria, que es más rígida, generalmente carece de pectina y contiene 
entre el 50% y el 80% de celulosa. Muchas paredes secundarias además están 
reforzadas por lignina un polímero complejo de restos fenólicos que es en gran 
medida responsable de la resistencia y de la densidad de la madera. La orienta- 
ción de las microfibrillas de celulosa también es diferente en las paredes celulares 
primaria y secundaria. Las fibras de celulosa de la pared primaria se encuentran 
dístnbuidas al azar, míentras que las de la pared secundaria están muy ordena- 
das (véase Fig, 12.49). La pared secundaria se suele organizar en capas en las 
que las fibras de celulosa tienen onentacionesdiferentes, formando una estruc- 
tura laminar que incrementa enormemente la resistencia de la pared ceiular. 

Una de las funciones crítícas de las paredes celulares vegetales es impedir 
que la célula se hinche como resultado de la presión osmótica. A diferencia de 
ias células animales, las células vegetales no mantienen un equilibrio osmótico 
entre su citosol y los ffuidos extraceluíares, Como consecuencia, la presión os¬ 
mótica dirige continuamente el flujo de agua hacía el interior de la célula. Las 
células vegetales toleran ešte flujo de agua hada el interior debido a que sus 
paredes celulares rtgidas impiden que la célula se hinche y estalle. En su lugar, 
se genera una presión hidrostática interná (llamada presión de turgeneia), que 
acaba por igualar a la presión osmótica e impide que el agua siga entrando. 

La presión de turgeneia es la principál responsable de la rigidez de los teji- 
dos vegetales, como resulta aparente tras la observación de una planta deshi- 
dratada y marchita. Además, la presión de turgeneia es el fundamento de un 
mecanismo de crecimiento celular que es único en ias piantas. Concretamente, 
las células vegetales suelen crecer debido a la entrada de agua, sin síntetizar 
nuevos componentes citoplasmáticos (Fíg. 12.50). Ešte mecanismo de creci¬ 
miento celular estä seňalizado por hormonas vegetales (auxinas) que debilitan 
una región de la pared celular, !o que permite a la presión de turgeneia dirigir la 
expansión de la célula en esa dirección. A medida que esto oeurre, el agua que 
fluye al interior de la célula se acumula en una gran vacuola centrál, por lo que la 
célula crece sin inerementar el volumen de su citosol. Ešte típo de crecimiento 
puede dar como resultado un aumento entre 10y 100 veces del tamaho de las 
células vegetales durante el desarrollo, Como las células vegetales modifican 
sus paredes celulares sólo se está empezando a comprender, pero puede impli- 
car las proteínas quinasas transmembranales denominadas quinasas asocia- 
das a la pared, que se cree que ínteraccionan con proteínas específicas o con 
polísacáridos de pectina presentes en la pared celular. 

A medida que las células crecen, se van depositando nuevos componentes 
de ta pared celular por fuera de la membrána plasmática. Los componentes de 
ia matriz, ineluyendo hemiceíuiosas y pectinas, se sintetizan en e! aparato de 
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Figúra 12.49 

Paredes cetulares primaria y secunda¬ 
ria. La pared celular secundaria se dispo- 
ne entre la pared celular primaria y la 
membrána plasmática. La pared secunda- 
ria suele estar constituida por tres capas, 
que difieren en la orientación de sus mi¬ 
crofibrillas de celulosa. Las micrografías 
eleetrónieas muestra n las microfibrillas de 
celulosa en la pared celular primaria y se¬ 
cundaria. (Pared primaria, cortesía de F. 
C. Steward; pared secundaria, Biophoto 
Associates/Photo Researchers, Inc,) 
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Figúra 12.50 

Crecimiento de ias céiulas vegetales. 

La presión de turgencia dirige la expan- 
sion de ias céiulas vegetales medíante fa 
entrada de agua Ť que se aeumirla en una 
gran vacuola centrál. 


Golgi y son secretados. La celulosa, sin embargo, es sintetizada por un comple- 
jo enzimático de la membrána plasmática (celulosa sintetasa). En Ias céiulas 
en crecimiento, Ias microfibrillas de celulosa recién sintetizadas se depositan 
formando un ángulo recto con la direccíón de fa elongación celular — una orien- 
tación que se cree que desempeňa un papel important© en la determinación de 
la direccíón de la expansión celular (Fíg. 12.51). Es interesante destacar que las 
microfibrillas de celulosa en Ias paredes celulares en crecimiento se disponen 
en paralelo a los microtúbulos corticales subyacentes a ia membrána plasmáti¬ 
ca. Estos microtúbulos parece que definen la orientadón de fas microfibrillas de 
celulosa recién sintetizadas, posiblemente determinando la dirección del movi- 
miento de los complejos de la celulosa sintetasa de la membrána. De esta ma- 
nera, los microtúbulos corticales definen la dirección del crecimiento de la pared 
celular, que a su vez determina la dirección del crecimiento celular y, en ulíima 
inštancia, la forma de toda la planta. 

Las paredes celulares de diferentes tejidos vegetales. como las hojas, íallos, 
raíces y flores, están formadas principalmente por celulosa, pero difieren en sus 
componentes de matriz y quizás en la organización de sus fibriflas de celulosa. 
Existen a! menos 10 enzimas de celulosa sintasa diferentes y cada complejo 
enzimático de la membrána plasmática contiene dos formas diferentes, que po- 
drían ser responsables de la distinta organización de las paredes celulares en- 
tre los diferentes tejidos. 

Ma tri z ex tra celu la r 

Aunque las céiulas animales no están rodeadas por paredes celulares, muchas 
de las céiulas en los tejidos de los organismos pluricelulares se encuentran em- 
bebidas en una matriz extracelular constituida por proteínas secretadas y poli- 
sacáridos. La matriz extraceluiar relfena los espacios entre las céiulas y une entre 
sí las céiulas y los tejidos. Un tipo de matriz extracelular es la lámina basal. 
previamente denominada membrána basal, sobre la que descansan las céiulas 
epiteliales (Fig. 12.52). Además de sostener láminas de céiulas epiteliales, la lá¬ 
mina basal rodea a las céiulas musculares, céiulas adiposas, y nervios periféri- 
cos. La matriz extracelular, sin embargo, es más abundante en los tejidos conec- 
tivos. Por ejemplo, el tejído conectivo laxo bajo las capas de céiulas epiteliales 
está constituido fundamentalmente por una matriz extracelular en la cual se distri- 
buyen los fibroblastos. De igual manera, otras tipos de tejido conectivo, como el 


Figúra 12.51 

Síntesis de fa celulosa durante el creci¬ 
miento ceíular Las nuevas microfibrillas 
de celulosa, Sintetizadas por un complejo 
enzimático de la membrána plasmática 
(celulosa sintetasa), se disponen en ángu¬ 
lo recto respecto a la dirección dei creci¬ 
miento celular. La dirección de fa síntesis 
de celulosa es paralela a los microtúbulos 
localizados debajo de la membrána plas¬ 
mática. 
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Figúra 12,52 

Ejemplos de matriz extracelular. Las láminas de células epiteliales descansan sobre 
una capa delgada de matriz extracelular llamada lám i na basa L Bajo ta lámina basal está 
el tejído conectivo laxo, que consíste fundamentaimente en matriz exlracelular seerelada 
por los fibroblastos. La matriz exlracelular contiene proteínas fibrosas estructurales em- 
bebidas en una sustancia fundamentaJ gelatinosa, de naturaJeza potisacaridíca. 


hueso, tendóa y cartílago, están constituidos fundamentalmente por matriz ex- 
tracelulan que es la responsable principál de su estructura y función 

La matriz extracelular está compuesta por proteínas fibrosas, resistentes, 
embebidas en una sustancia fundamental gelatinosa y de naturafeza polisacarL 
dica —un diseňo simíiar al de la pared de las células vegetales—. Además de 
las proteínas estructurales fibrosas y de los polisacáridos, la matriz extracelular 
contiene proteínas de adhesión que unen los componentes de ta matriz tanto 
entre sí como a las células adyacentes. Las diferencias entre los distintos tipos 
de matriz extracelular se deben a variaciones en el esquema generál. Por ejerrv 
p1o t los tendones contienen una proporción elevada de proteínas fibrosas, 
mientras que el cartílago contiene una alfa concentracíón de polisacáridos que 
forman un gel firme, resistente a la compresión. En el hueso, la matriz extracelu¬ 
lar está endurecida por el depósito de cristales de fosfato cálcico. La estructura 
faminar de la lámina basal también se debe a unos componentes de la matriz 
que difíeren de aquellos que se encuentran en los tejidos conectivos. 

La proteína estructural principál de ia matriz extracelular es el colágeno. 
que es la proteína más abundante en los tejidos animales. Los colägenos son 
una gran família de proteínas, constituida al menos por 19 miembros diferentes. 
Se caracterizan por formar hélices triples en las que tres cadenas polipeptídicas 
se enrolían estrechamente una alrededor de ia otra en una estructura en forma 
de cuerda (Fíg. 12.53). Los dominios de triple hélice de los colágenos consisten 
en repeticiones de ia secuencia de aminoácidos Gly-X-Y, Se requíere una gtici- 
na (el aminoácido más pequeňo, con una cadena lateral constituida sólo por un 
hídrógeno} en cada tercera posición para que las cadenas polipeptídicas estén 
lo suficientemente agrupadas como para formar la triple hélice de colágeno. En 
la posición X suele aparecer la prolina, y ia hidroxiprolina en la posición Y; debi- 
do a su estructura en anillo, estos aminoácidos estabilizan ia conformación heli- 
coidal de las cadenas polipeptídicas. 
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Figúra 12,53 

Estructura de! colágeno. (A) Tres cadenas polipeptidicas se enrollan una alrededor de 
la otra en una estructura característíca de triple hélice. (B) La secuencia de aminoácidos 
de un dominio de triple hélice de colágeno consiste en repeticiones de Gly-X-Y, en el que 
X suele ser prolina e Y suele ser hidroxiprolina (Hyp). 
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Figúra 12.54 

Formación de la hidroxiprolma. La proli¬ 
na hidroxilasa convierte los rest os de proli¬ 
na del colágeno en hidroxiprolina. 


TABLA 12.2. Miembros representativos de la família del colágeno 

Clases de colágeno Tipos Distribución de tejidos 


Formador de fibrillas (fibrilares) I 

H 

m 

V 

X! 

A&ociado a fibrillas IX 

XII 

XIV 

XVI 

Formador de redes IV 

Filamentos de anclaje Vil 


Mayoría de tejidos conectivos 
Cartflago y humor vítreo 

Tejidos conectŕvos exfensibles (p ej,, piel y 
pulmón) 

Tejidos que conlienen colágeno I 
Tejidos que contienen colágeno II 
Tejidos que conlienen colágeno II 
Tejidos que contienen colágeno I 
Tejidos que contienen colágeno I 
Numerosos tejidos 
Láminas basaies 

Zonas d e u n ión de las láminas basa les al tejido 
conectivo šuby a ceňte 



1 


El aminoácido poco común hidroxiprolina se forma dentro del retículo endo- 
plasmático a partir de la modificación de los restos de prolina que ya han sido 
incorporados a las cadenas polipeptídicas de colágeno (Fig. 12.54). Los restos 
de lisina en et colágeno suelen ser convetlidos en hidroxiíisinas. Se considera 
que los grupos hidroxilo de estos aminoácädos modíficados estabilizan la tríple 
hélice de colágeno formando enlaces de hidrógeno entre las cadenas polipeptí¬ 
dicas. Estos aminoácidos raramente se encuentran en otras protemas, aunque 
la hidroxiprolina también es común en algunasde las glicoproteŕnas de las pare- 
des celulares de las planías. 

E típo de colágeno más abundante (colágeno tipo I) es unode los colágenos 
fibrilares, que son los componentes estructurales fundamentates de los tejidos 
conectivos (Tabla 12.2). Las cadenas polipeptídicas de estos colágenos están 
constituidas por, aproximadamente, mil aminoácidos o 330 repeticiones de Gly- 
X-Y. Tras ser secretados de las células estos colágenos se ensamblan en fibri¬ 
llas de colágeno en las que las moléculas de triple hélice se asocian en una 
estructura regular y discontinua (Fig. 12.55), Estas fibras no se forman dentro 
de la célula, porque los colágenos fibrilares se sintetízan como un precursor 
soluble (procolágeno) que contiene segmentos no helicoidales en ambos ex- 
tremos de la cadena polipeptídica. El procolágeno se escinde para dar colágeno 
después de su secreción, de tal rnanera que el ensambJaje del colágeno en 
fibrillas sólo se produce fuera de la célula, La asociación de las moléculas de 
colágeno en fibrillas se refuerza debido a que se forman enlaces covalentes 
transversales entre las cadenas laterales de los restos de lisina e hidroxilísina, 
Frecuentemente, las fibrillas se asocian ademäs unas con otras para formar 
fibras de colágeno, las cuales pueden tener varios micrómetros de diámetro. 

Otros tipos de colágeno no forman fibrillas pero desempeilan distintos pape- 
les en las diferentes clases de matrices extraceíulares. Además de los colágenos 
fibrilares, los tejidos conectivos contienen colágenos asociados a fibrillas, que se 


Figúra 12.55 

Fibrillas de colágeno. (A) Las moléculas de colágeno se ensamblan en una formación 
discontinua regular para constituir fibrillas. Las moléculas se superponen en una cuarta 
parte de su longitud, y hay un pequeňo hueco entre el extremo N-terminal de una molécu- 
la y el extremo C-terminal de la siguiente. Esta estructura queda reforzada mediante enla¬ 
ces covalentes transversales entre las cadenas laterales de los restos de lisina o de hidro- 
xilisina, principalmente en los extremos de las moléculas, (B) Micrografía eiectronica de 
fibrillas de colágeno. La disposición discontinua de las moléculas de colágeno y los hue- 
cos entre ellas son ta causa de las estriaciones transversales earacterísticas de las fibri¬ 
llas. (B, J. Gross, F.O. Sahmitt y D. Fawcett/Visuals Unlimited.) 
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Figúra 12.56 

Colágeno tipo IV. (A) La estructura repetida de Gly-X-Y del colágeno tipo IV (amarillo) 
está interrumpída por múltiples secuencias no helicoidales (barras). (B) Micrografia elec- 
trónica de una red de colágeno tipo IV. (B, P. D. Yurchenco y J, C Schittny. 1990, FASEB 
J. 4:1577.) 


unen a la superficie de las fibrillas del colágeno y las conectan entre sí y a otros 
componentes de la matriz, Las láminas basales están constituidas por 
un tipo de colágeno distinto (colágeno tipo IV), que es un colágeno formador de 
redes (Fig. 12.56). Las repeticiones de Gly-X-Y de estos colágenos se interrumpen 
frecuentemente por pequeňas secuencias no helicoidales. Debido a estas interrup- 
ciones, los colágenos formadores de redes son más flexibles que los colágenos 
formadores de fibrillas. Como consecuencia, se ensamblan en redes entrelazadas 
bidimensionales en lugar de en fibrillas. Otro tipo de colágeno forma fibrillas de 
anclaje que anclan a algunas láminas basales con el tejido conectivo subyacente. 

Los tejidos conectivos también contienen fibras elásticas que son particu- 
larmente abundantes en aquellos órganos que, regularmente, se extienden y 
después retornan a su forma originál. Los pulmones, por ejemplo, se extienden 
con cada inspiración y retornan a su forma originál con cada exhalación. Las 
fibras elásticas se componen principalmente de una proteína denominada elas- 
tina que forma una red, con puentes cruzados mediante enlaces covalentes 
entre las cadenas laterales de restos de lisina (similares a los del colágeno). 
Esta red de cadenas de elastina entrelazadas se comporta como una goma 
elástica, estirándose con la tensión y retornando de golpe a su forma iniciál 
cuando dicha tensión se libera. 

Las proteínas estructuraies fibrosas de la matriz extracelular están embebi- 
das en un gel formado a partirde unos polisacáridos denominados glicosamino- 
glicanos, o GAGs, que están constituidos por unidades repetidas de disacáridos 
(Fig. 12.57). Uno de los azúcares del disacárido puede ser A/-acetilglucosamina 
o A/-acetilgalactosamina y e! segundo suele ser un ácido (bien ácido glucurónico 
o ácido idurónico). Con la excepción del ácido hialuronico, estos azúcares se 
modifican por ia adición de grupos sulfato. Por lo tanto, los GAGs tienen una 
carga negatíva elevada. A! igual que las pectinas de las paredes celulares vege- 
tales, se unen a iones cargados positivamente y atrapan moléculas de agua 
para formar geles hidratados, proporcionando asi un soporte mecánico a la ma¬ 
triz extracelular. 
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Figúra 12.57 

Típos principales de glicosaminogli- 
canos* Los glicosaminoglicanos están 
constituidos por la repetición de unidades 
de disacáridos, Con la excepción del áci¬ 
do hialuronico, los azúcares suelen com 
tener sulfato. El heparán sulfato es simi- 
lar a la heparina pero contiene menos 
grupos sulfato. 
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Figúra 12,58 

Complejos de agrecano y ácido hialurônico* E! agrecano es un gran proteoglicano 
constituido por más de 100 cadenas de condroitín sulfato unidas a una proteína centrál. 
Múltiples moléculas de agrecano se unen a largas cadenas de ácido hialurônico, forman- 
do grandes complejos en la matriz extracelulardel cartííago. Esta asociacíón se estabiliza 
por proteínas de uníón. 
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El ácido hialurônico es el único GAG que aparece como una única cede¬ 
ná larga de polisacärido. Todos los demás GAGs se unen a proteínas para 
forrnar proteoglicanos, que están constituidos hasia por un 95% de polisa- 
cáridos en peso. Los proteoglicanos pueden contener desde solamente una 
o hasta más de cien cadenas de GAG unidas a restos de serina de una 
proteína centrál. Se han identlficado varias proteínas centrales (que abar- 
ean desde 10 a >500 kDa), por loque los proteoglicanos son un grupodiven 
so de macromoleculas, Además de ser componentes de la matriz extracelu- 
lar, algunos proteoglicanos son proteínas de la superficie celular que 
intervienen en la adhesión celular, Algunos de estos proteoglicanos, los sin- 
dícanos, poseen dominios transmembrana y particípan junto con las integrinas 
en la seňalización a través de complejos de adhesión. 

Algunos proteoglicanos interaccionan con el ácido hialurônico para formar 
grandes complejos en la matriz extracelular. Un ejemplo blen conocído es el 
agrecano, el principál proteoglicano del cartílago (Fig. 12.58). Más de cien ca¬ 
denas de condroitín sulfato se unen a una proteína centra! de aproxfmadamente 
250 kDa, formando un proteoglicano de casi 3.000 kDa. Múltiples moléculas de 
agrecano se asocian con cadenas de ácido hialurônico, constituyendo grandes 
agregados (>100.000 kDa) que quedan atrapados en la red de colágeno Los 
proteoglicanos también interaccionan con el colágeno y con otras proteínas de 
la matriz para formar redes gelatinosas en las que las proteínas estructurales 
fíbrosasde la matriz extracelular están embebidas. Por ejemplo, el perlecano (ef 
principál proteoglicano heparán sulfato de la lámina basal) se une tanto al colá¬ 
geno tipo IV como a la proteína de adhesión iaminina, que se describírá poste- 
riormente* 

Las proteínas de adhesión, ei tercer tipo de los constituyentes de la matriz 
extracelular, son las responsables de unir los componentes de la matriz entre sí 
y a la superficie de las células. El prototípo de estas moléculas es la fibronecti¬ 
na, que es la principál proteína de adhesión de los tejidos conectivos. La fibro- 
nectina es una glicoproteína diméhca constituida por dos cadenas polipeptídi- 
cas, conteniendo cada una cerca de 2.500 aminoácidos (Fig, 12.59). Además la 
fibronectina se dispone en la matriz extracelular a modo de una red de fíbrillas, 
mediante puentes disulfuro. La fibronectina tiene sitios de unión para el coláge¬ 
no y para los GAGs, por !o que actúa como un puente de unión entre estos 
componentes de la matriz. Un sitio distinto de la molécula de fibronectina es 
reconocido por receptores de superficie celular, y de esta rmanera es responsa- 
ble de la unión de las células a la matriz extracelular. 

La lámina basal contiene una proteína de adhesión distinta denominada la- 
minina (Fig. 12.60). Al igual que el colágeno tipo IV, Jas lamininas pueden 
autoensamblarse en polímeros con forma de red, Estas redes de iaminína son 
los prirtcipales componentes estructurales de las láminas basales sintetizadas 
en los embriones muy tempranos, que no contienen colágeno Las lamininas 
también tienen sitios de unión para receptores de superficie celular, para colá¬ 
geno de tipo IV, y para perlecano, Además, las lamininas están íntimamente 


Figúra 12.59 

Estructura de la fibronectina. La fibronectina es un dŕmero de cadenas polipeptídicas 
similares unidas por puentes disulfuro cerca del extremo C-terminal. Se indican los sitios 
de uníón para proteoglicanos, células y colágeno. La molécula también contiene sitios 
adicionales de unión que no se muestran. 
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Cadena A 



Figúra 12 60 

Estructura de la laminina. La laminina 
está constituida portres cadenas polipep- 
tidicas designadas como A, BI y B2, Se 
indican algunos de los sitios de unión para 
la entactina, el colágeno tipo IV, los pro- 
teoglicanos y los receptores de superficie 
celular. 


asociadas con otra proteína de adhesión, denomínada entactina o nidógeno, 
que también se une al colágeno tipo IV, Como resultado de estas múltíples 
ínteracciones T la laminina, la entactina, el colágeno tipo IV y el perlecano forman 
redes entrecruzadas en la lámina basa!. 

Los principales receptores celulares de superficie responsables de la unión de 
las células a la matriz extracelular son las integrinas. Las integrinas son una famí¬ 
lia de proteínas transmembrana constituidas por dos subunidades, designadas / y 
P (Fig. 12.61). Se han identificado más de 20 integrinas diferentes, formadas por la 
combinacíón de 18 subunidades z y 8 subunidades p conocidas. Las integrinas se 
unen a secuencias cortas de aminoácidos presentes en múltiples componentes de 
la matriz extracelular, incluyendo colágeno, fibroneotína, y laminina. El primero de 
tales sitios de unión a las integrinas en ser caracterizado fue la secuencia Arg-Gly- 
Asp, que es reconocida por varios miembros de la familia de las integrinas. Otras 
integrinas, sin embargo, se unen a secuencias peptídicas diferentes, incluyendo las 
secuencias de reconocimiento de los colágenos y las lamininas. Los prcteoglicanos 
transmembrana de la superficie de varias células también se unen a los componen¬ 
tes de la matriz extracelular y modulan las interacciones célula-matriz. 

Además de fijar las células a la matriz extracelular, las integrinas sirven 
como anclaje para el citoesqueleto (Fig. 12.62). La unión del cítoesqueleto a la 
matriz extracelular es la responsable de la estabilidad de las uniones célula- 
matriz. Distintos tipos de interacciones entre las integrinas y el cítoesqueleto se 
encuentran en dos tipos de contactos célula-matriz, las adhesiones focales y 
los hemidesmosomas, que se describieron en el Capítulo 11. Las adhesiones 
focales anclan varios tipos celulares, incluyendo a los fíbroblastos, a la matriz 
extracelular. Los dominios citoplásmicos de las subunidades p de las integrinas 
en estas uniones célula-matriz andan el cítoesqueleto de actina uniéndose a los 
haces de fílamentos de actina. Los hemidesmosomas son sitios de unión espe^ 


Figúra 12.61 

Estructura de las integrinas, Las integrinas son heterodímeros de dos subunidades 
transmembrana, designadas y y />. La subunidad y. fija cationes divateníes {M 2 ') La zóna 
óe unión a ia matriz se compone dc porciones de ambas subunidades. 



Union a la matriz 
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Figúra 12,62 

Uniones entre las células y la matriz ex¬ 
tracelular, Les integrinas medián dos ti- 
pos de uniones estables en las que el en 
toesquelelo se fija a la matriz extracelular. 
En las adhesiones ťocales, los baces de 
filamentos de actina se anclan a las subu- 
nidades /í de la mayoría de las integrinas 
mediante asociaciones eon otras praté F 
nas, incluyendo x-actinina, talina y vineu ti- 
na (véase Fig. 11.14). En los hemídesmo- 
somas, la integrina %/í 4 une la lámäna 
basal a los filamentos intermedios a tra- 
vés de la piectina. 


Adhesión focal 




Filamentos X 
de actina 


Matriz extracelular 



Herni des m osa m a 


intermedios 


Piectina 


Matriz extracelular 


cializados de las células epiteliales en Jos que una integrina específica (desig- 
nada como xjí 4 ) interacciona con los filamentos intermedios en lugar de con la 
actina. La integrina a e J0 4 se une a la laminina., por lo que los hemidesmosomas 
anclan las células epiteliales a ia lámina basal. 

Interacciones célula-célula 

Las interacciones directas entre las células, at igual que entre las células y ia 
matriz extracelular, son erítieas para ei desarrollo y para la función de los orga- 
nismos pluricelulares, Algunas interacciones célula-célula son transitorias, 
como las interacciones entre las células del sistema ínmunitarío y las interaecio- 
nes que dirigen a los glóbulos blancos sanguíneos a los lugares de tnflamacíón 
tisular. En otros casos. las uniones estables célula-célula desempeňan un papel 
dave en la organización de las células en los tejidos, Por ejemplo, varios tipos 
dtferentes de uniones estables célula-célula son erítieas para el mantenímíento 
y la función de las láminas de células epiteliales. Las células vegetales tambšén 
se asocian con las células vecinas no sólo mediante interacciones entre sus 
paredes celulares, sino también mediante uniones especializadas entre sus 
membranas piasmáticas. 

Proteínas de adhesión celular 

La adhesión célula-célula es un proceso selectivo, de tal forma que las células 
se adhieren solamente a otros tipos especííicos de células, Esta selectividad se 
demostró por primera vez en estudios clásícos de desarrollo embrionarío, que 
mostraban que las células de un tejido (p. ej., el hŕgado) se adhieren específíca- 
mente a células del mismo tejido antes que a células de un tejido diferente (p. 
ej,, cerebro). Esta adhesión célula-célula selectiva viene mediada por proteinas 
transmembrana denominadas moléculas de adhesión celular, que pueden 
dividirse en cuatro grupos principales: las selectinas, las integrinas, la super- 
familia de las inmunoglobulinas (tg) (flamadas asi debido a que contíenen 
dominios estructurales similares a las inmunoglobulinas), y las cadherinas (Ta¬ 
bla 12.3), La adhesión celular mediada por selectinas, integrinas, y cadherinas 
requiere Ga :> ' o Mg 2i , por lo que muchas interacciones adhesivas entre las célu¬ 
las son Ca 2+ —o Mg 2 "— dependientes. 
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TABLA 12.3. 

Moléculas de adhesión celular 

Família 

Ligandos reconocidos 

Uníones celulares estables 

Selectinas 

Carbohidratos 

No 

Integrinas 

Matriz extracelular 

Ad heslo nes focales y hemidesmosomas 

Miembros de la superfamiiia 
de Ig 

No 

Superfamiiia de Ig 

Integrinas 

No 


Interacciones homofílicas 

No 

Cadherinas 

Interacciones homofŕlicas 

Union es adherentes y desmosomas 


Las selectinas medián interacciones transitorias entre los leucociíos y ias 
células endoteliales o las plaquetas sanguŕneas* Existen tres miembros de la 
família de las selectinas: L-selectina t que se expresa en los leucocitos; E-selec- 
tina, que se expresa en las células endoteliales; y P-selectina, que se expresa 
en las plaquetas. Como se describió anteriormente en ešte capŕtulo, las selecti¬ 
nas reconocen a los carbohidratos de la superficie celular (véase Fíg. 12.14). 
Uno de sus papeles clave es iniciar las interacciones entre los leucocitos y las 
células endoteliales durante la migración de los leucocitos desde la circulación 
a los lugares de inflamación tisular (Fíg. 12.63). Las selectinas medián la adhe- 
síón iniciál de los leucocitos a las células endoteliales. Tras esto se forman ad- 
hesiones más estables, en las que las íntegrinas de la superficie de los leucoci¬ 
tos se unen a moléculas de adhesíón intracelular (ICAMs), que son miembros 
de la superfamiiia de las Ig que se expresan en ia superficie de las células 
endoteliales. Los leucocitos firmemente sujetos son capaces entonces de pene- 
trar la pared de fos capilares y entrar al tejido circundante, migrando entre las 
células endoteliales. 

La unión de las ICAMs a ías integrinas es un ejemplo de tnteracción hete* 
rofíHca en que una molécula de adhesíón de la superficie de una céiula (p. ej., 
una ICAM) reconoce una molécula diferente de la superficie de otra céiula (p. 
ej., una integrina). Otros miembros de la superfamiiia de las Ig medián interac¬ 
ciones homofílicas, en las que una molécula de adhesíón de la superficie de 
una céiula se une a la misma molécula de la superficie de otra céiula. Esta unión 
homofnica conduce a una adhesíón selecfiva entre células del mismo tipo. Por 
ejemplo, las moléculas de adhesíón de células nerviosas (A/-CAMs) son mtem- 
bros de la superfamiiia de las Ig que se expresan en las células nerviosas, y 
la unión homofílíca entre /V-CAMs contribuye a formar asociaciones selectivas 



Figúra 12.63 

Adhesíón entre los leucocitos y las cé¬ 
lulas endoteliales. Los leucocitos aban- 
donan la circulación en los lugares de in- 
fiamación tisular interaccionando con las 
células endoteliales de Jas paredes de los 
capilares. El prime r paso en esta interac- 
ción es la unión de las selectinas leucoci- 
tarias a los ligandos de carbohidrato de la 
superficie de la céiula endotelial. A ešte 
paso le siguen interacciones más estables 
entre las integrinas leucocitarias y miem¬ 
bros de la superfamiiia de las Ig (ICAMs) 
de las céluias endoteliales. 
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Figúra 12,64 

Uniones estables célula-célula média- 
das por las cadherinas. Las interaccio- 
nes hemofílieas entre las cadherinas me¬ 
dián dos tipos de adhesiones estables 
célula-céiula. En las uniones adberentes, 
las cadherinas se unen a haces de fila¬ 
mentos de actina a través de las eateni- 
nas (véase Fíg. 11.14). En los desmoso- 
rras, la desmoplaquina une miembros de 
la superfamilia de las cadherinas (desmo¬ 
gleínas y desmocolínas) a los filamentos 
intermedios (véase Fig. 11 34), 


entre las células nervíosas durante ef desarrollo. Existen más de cien miembros 
de la superfamilia de las Ig, los cuales medián diversas ínteracciones célula- 
célula. 

El cuarto grupo de moléculas de adhesión celular, las cadherinas, tambíén 
muestran especificidad de unión homofílíca. No sólo están ímplicadas en la ad¬ 
hesión selectiva entre las células embrionarías síno que tambíén son los prínci- 
pales responsables de la formacíon de uniones estables entre las células en los 
tejidos. Las cadherinas son una família grande de proteinas (unos 80 miem¬ 
bros) que comparten un dominio extracelular común implicado en interacciones 
hemofílieas. Existen varias subfamilias de cadherinas (cadherinas clásicas, cad¬ 
herinas semejantes a grasas, cadherinas de siete dominios transmembrana) y 
difieren tanto en su dominio transmembrana como en su dominio citosólico, 

Las cadherinas clásicas contienen un solo dominio transmembrana y están 
ancladas at citoesqueleto mediante la interacción de su dominio citosólico con 
la /i-catenina o la desmoplaquina (Figúra 12.64). Otra porción del dominio cito¬ 
sólico se une a factores de intercambio de GTP que regulan a las proteinas de 
bajo peso molecular de la família Rho, las cuales controlan la formacíón y esta- 
bilidad de los contactos célula a célula. Por ejemplo, la cadherína-E es exprese- 
da en células epiteliales, de modo que interacciones hemofílieas entre cadheri- 
nas-E deseneadenan la adhesión selectiva entre células epiteliales. Es 
importante saber que la pérdida de la cadherina-E puede deseneadenar el de¬ 
sarrollo de cánceres que surgen de células epiteliales, to que ilustra la mnportan- 
cia de las interacciones célula-célula para controlar el comportamiento celular. 
Distintos miembros de la família de las cadherinas, como la cadherina-N (ca- 
dherina neural) y la cadherina-P (cadherina placentaria), medián la adhesión 
selectiva de otros típos celulares. 

A diferencia de las uniones estables céiula-matriz deseritas en ia sección 
anterior, las interacciones célula-célula mediadas por las selectinas, integrínas, 
y miembros de la superfamilia de las ig son adhesiones transitonas en las que 
los citoesqueíetos de las células adyacentes no se unen entre si. En cambio, las 
uniones de adhesión estable que ímplican a los citoesqueletos de las células 
adyacentes son mediadas por las cadherinas. Como se trató en el Capítulo 11, 
estas uniones célula-célula son de dos tipos: uniones adberentes y desmoso- 
mas, en las que las cadherinas o proteinas relacionadas (desmogleínas y des- 
mocolinas) se unen, respectívamente, a los haces de actina y a los filamentos 
intermedios (Fíg. 12.64}. Por lo tanto, elpapel de las cadherinas al unirel citoes¬ 
queleto de las células adyacentes es análogo al de las integrínas al formar unio¬ 
nes estables entre las células y ta matriz extracelular 
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Uniaties estrechas 


Además de las uniones de adhesión mediadas por las cadherinas, otras dos tipos 
de uniones eéiula-célula especializadas desempeňan papeles clave en los tejidos 
animales, Las uniones estrechas, que generalmente suelen aparecer asoeia- 
das a las uniones adherentes y a los desmosomas en un complejo de unión 
(Fíg, 12.65), tienen una importancia crítica para lafunción de las capas de células 
epiteliales como barreras entre compartímentos fluidos. Por ejemplo, el epíteMo 
intestinal separa fa tuz del intestino del tejido conectivo subyacente, que contiene 
capilares sanguíneos* Las uniones estrechas desempeňan dos papeles que per- 
miten al epitelio efectuar dichas funciones de barrera. En primer lugar, las uniones 
estrechas constituyen un precinto que previene el libre tránsito de las moláculas 
(incluyendo iones) entre las células de las láminas epiteliales. En segundo lugar, 
las uniones estrechas separan los dominios apical y basolateral de la membrána 
plasmática al impedir la libre difustón de los lípidos y de las proteínas de membráne 
entre ambos dominios. Como consecuencia, los sistemas especializados de trans¬ 
porte en los dominios apical y basolateral son capaces de controlar el tráfíco de 
moláculas entre los distintos compartímentos extracelufares, como el transporte 
de glucosa entre la luz intestinal y el torrente sanguíneo (véase Fíg* 12,32), 
Las uniones estrechas son los contactos más íntimos conocidos entre célu¬ 
las adyacentes, Se describteron originalmente como puntos de fusión aparente 
entre las capas externas de las membranas plasmáticas, aunque ahora está 
claro que las membranas no se fusionan. En su lugar, las uniones estrechas 
parece que están constituidas por una red de hebras proteínicas que se contí- 
núan alrededor de todo el perímetro de la célula (véase Fig, 12,65)* Se cree que 
cada hebra de estas redes está compuesta por proteínas transmembrana (clau- 
dinas y ocludinas) que se unen a proteínas similares en las células adyacentes, 
sellando de esta forma el espacio entre sus membranas plasmáticas. 

Uniones de tipo gap 

Las uniones de tipo gap, que se encuentran en la mayoría de los tejidos anima- 
les ; actúan como una conexión directa entre los citoplasmas de las células adya¬ 
centes. Proporcionan canaies abiertos a través de la membrána plasmática, lo 


Figúra 12.65 

Uniones estrechas. (A) Micrografía elec- 
trónicade células epiteliales unldas por un 
complejo de unión, que incluye una unión 
estrecha, una unión adherente y un des- 
mosoma. (B) Las uniones estrechas se 
forman por interacciones entre hebras de 
proteínas transmembrana (odudina y 
claudina) de las células adyacentes, (A, 
Don Fawcett/ Photo Researchers, Inc.) 
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Figúra 12.66 

Uniones de ti po gap. (A) Micrografía 
electrónica de una unión de tipo gap (fie- 
chas) entre dos células hepáticas. 

(8) Las uniones de iipo gap están consti- 
tuidas por ensamblajes de seis conexinas 
que forman canales abiertos a través de 
las membranas plasmáticas de las células 
adyacentes, (A, Don Fawcett y R, Wood/ 
Photo Researches, Ine.) 


(B) 



que permite a los iones y a las moléculas pequeňas {menores de, aproximada- 
meňte, mil daltons) dífundirse libremente entre tas células vecínas, pero impide el 
paso de las proteínas y de los ácidos nucleicos, Como consecuencia. las uniones 
de tipo gap acoplan tanto la actividad metabólica como las respuestas eléctricas 
de las células que conectan. La mayoría de las células en los tejidos antmales 
—incluyendo las células epitel tales, las células endoteliales, y fas células del 
músculo cardíaco y líso— se eomunican por uniones de tipo gap . En las células 
eléctricamente excitables, como las células del músculo cardiaco, el tránsito di- 
recto de iones a través de las uniones detípo gapacopla y sincroniza las contrac- 
ciones de las células vecinas. Las uniones de tipo gaptambién permiten el tránsi¬ 
to entre células adyacentes de algunas moléculas seňal intracelulares, como el 
AMPc y el Ca 2 \ coordinándose asi las respuestas de las células en los tejidos. 

Las uniones de tipo gap son estructuras constituídas por proteínas trans- 
membrana denominadas conexinas (Fig. 12.66). Seis conexinas se ensanv 
blán para formar un cilindro con un poro acuoso abierto en su centro. A contu 
nuación, esta estructura de conexinas en Ja membrána plasmátíca de una 
célula se alinea con las conexinas de una célula adyacente t formando un canal 
abierto entre los dos citoplasmas. Las membranas plasmáticas de las dos célu¬ 
las quedan separadas por un intervalo que corresponde al espacio ocupado por 
los dominios extracelulares de las conexinas —de ahŕ el término «uníón de tipo 
gap» que fue acunado por los electromicroscopístas. Muchas células expresan 
más de un miembro de la família de las conexinas, y las combinaciones de 
diferentes proteínas conexinas puede dar lugar a uniones de tipo gap de díver- 
sas propiedades. 

Adhesión de las células vegetales y plasmodesmos 

La adhesión entre las células vegetales tiene lugar a través de sus paredes 
celulares en vez de mediante proteínas transmembrana. En particular, una re¬ 
gión especializada rica en pectina de la pared eelular llamada la lámina média 
actúa como un pegamento que mantiene unidas las células adyacentes. Debido 
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Figúra 12.67 

Plasmodesmos. (A) Micrografía electró- 
nica do plasmodesmos (flechas). (B) En 
los plasmodesmos las membranas plaš- 
máticas de las células vecinas son conti- 
nuas, formando canates citoplasmáticos a 
través de las pare des celulares adyacen- 
tes. U na extensión del retículo endoplás- 
mico suele atravesar el canal. (A, E. H. 
Newcomb 1 University of Wisconsín/Bäolo- 
gical Photo Service.) 



a la rigidez de las paredes celulares vegetales, las asociaciones estables entre 
las celu las vegetales no requíeren la formacíón de puentes dtoesqueléticos, 
como aquellos proporcionados por los desmosomas y las uniones adherentes 
de las células animafes. Sin embargo, las células vegetales adyacentes se co~ 
munícan entre sí mediante conexiones citoplasmáticas llamadas plasmodes¬ 
mos, que actúan de forma análoga a fas uniones de tipo gap de la célula animal. 

A pesar de sus similiíudes en la función, los plasmodesmos no están relacio- 
nados estructuralmente con las uniones de tipo gap . En cada plasmodesmo la 
membrána plasmática de una célula es continua con ta de su vecina, creando un 
cana! abierto entre los dos dtosoles (Fig. 12.67). Una extensión del retículo endo- 
plasmático liso paša a través del poro, dejando un anillo de cítoplasma circundante 
a través del cual los iones y las moléculas pequeňas son capaces de pasar libre- 
mente entre las células. Además, los plasmodesmos pueden expandírse en res- 
puesta a un estímulo aproptado, permitíendo el tránsito regulado de macromolécu- 
las entre las células adyacentes. De esta manera, los plasmodesmos desempeňan 
un pape! clave en e! desarrotlo vegetal mediante el control del tráfico de moléculas 
reguladoras, como son los factores de transcripción o los ARNs, entre las células. 


RESUMEN 

ESTRUCTURA DE LA MEMBRÁNA PLASMÁTICA 

Bicapa fosfolipfdica: La estructura fundamental de la membrána plasmática 
es una bicapa fosfolipídíca, que también contiene gticolípidos y colesterol. 

Proteínas de membrána: Las proteŕnas asociadas a la membrána son las 
responsables de Nevar a cabo las funciones específicas de la membrána. La 
membrána se caracteriza como un mosaico fluido en el que las proteínas se 
insertan en la bicapa fosfolipfdica. 


ÍB} 



PALARRAS CLAVE 


fosfát i d i I c o I i n a, fosfát i d i I etanol a m i na, 
tosfatidilserina, esfingomielina, 
fosfátidilinositol T glicolipidos, colesterol 

model o de mosaico fluido, proteínas 
periféricas de membrána, proteínas 
integrales de membrána, proteínas 
transmembrana, porinas, puente de 
glicosilfosfatidiNnositol (GP1) 
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dominío apical Ť dominio basolateral, 
balsa lipídica 

Movilfdad de fas proteínas de membrána: Las p rote in as so n libres d e di- 
fundirse lateralmente a través de la bicapa fosfolipídíca. Sin embargo, la mo- 
vilidad de algunas proteínas se restrínge por sus asociaciones con otras mo- 
léculas. Además, las uniones estrechas impiden que las proteínas se 
muevan entre los distintos dominios de la membrána plasmática de las celu- 
las epfteliaies. 

glicocálix, selectína 

Gticocálix: La superfície celular está reeubierta por u na capa de carbohtdra- 
tos denominadaef gficocáíix. Los carbohidratos de la superfície celular sirven 
de mareadores para el reconocimiento intercelular. 

difusión pasíva 

TRANSPORTE DE MOLÉCULAS PEQUEŇAS 

Difusión pasíva: Las moléculas hidrofóbícas pequeňas son capaces de eru- 
zar la membráne plasmática dífundíendo a través de la bicapa fosfolipídica. 

difusión facilifada, proteína 
transportadora, proteina de canal 

Difusión facititada y proteínas transportadoras: El tránsíto de la mayoría 
de las moléculas biológícas viene mediado por proteínas transportadoras o 
de canal que permiten a las moléculas polares y cargadas atravesar la mem¬ 
brána plasmática sin interaccionar con su interior hidrofóbico. 

canal íónico, canal regulado por Jigando, 
canal regulado por voltaje, técnlca de 
patch-clamp, ecuación de Nernst, 
potenciál de acción 

Canaíes iónicos: Los canales iónicos medián el tránsito rápido de iones 
seleccionados a través de la membrána plasmática. Están especialmente 
blen caracterizados en las células nerviosas y museufares, donde son los 
responsables de la transmisión de seňales eíéctricas. 

transporte activo, bomba iónica* bomba 
de Na* - K*, ATPasa Na* - K* Ť 
transportador ABC 

Transporte activo dirigido por hidróiisis deÄTP: La energia derivada de 
la hidróiisis del ATP puede dirigir el transporte de moléculas en contra de su 
gradiente eíectroquímtco. 

simporte. uniporte, antiporte 

Transporte activo dirigido por gradientes iónicos ; Los gradientes iónicos 
se emplean frecuentemente como una fuente de energia para conducir el 
transporte activo de otras moléculas. 

endocitosis, fagocitosis, pinocitosis, 
f ag oso ma, f a g o 1 i so s o ma 

ENDOCITOSIS 

Fagocitosis: Las células ingíeren partículas grandes, como bacterias y de- 
sechos celulares, por fagocitosis. 

endocitosis mediada por receptor 
depresión revestida de clatrina, veste ufa 
revestida de clatrina, ligando, 
lipoprotema de baja densidad ( L DL), 
e n do cit os i s en fase fluida, caveolas, 
macropinocítosis 

Endocitosis mediada por receptor: La forma mejor conocida de endocito- 
sis es la endocitosis mediada por receptor, que proporciona un mecanismo 
para la entrada selectiva de macromoléculas específicas. 

endosoma, regulacítm a partir de los 
receptores, transcitosis 

Tráfico de proteínas en ia endocitosis: Las moléculas reeogidas por en¬ 
docitosis son transportadas a los endosomas, donde se clasifícan para ser 
recicfadas a la membrána plasmática o para ser degradadas en los fisoso- 
mas. 

peptidoglicano 

PAREDES CELULARES Y MATRIZ EXTRACELULAR 

Paredes cefulares bacterianas: El principál componente de las paredes 
celulares bacterianas es un peptidoglicano constituido por cadenas de poli¬ 
sacáridos unidas transversalmente mediante péptídos cortos. 

quitina, celulosa, microfibrilla de 
celulosa, hemicelulosa, pectina, pared 
celular primaria, pared celular 
secundaria, lignina, presión de 
turgencŕa, auxina, celulosa sintetasa 

Paredes ceíulares vegetaies: Las paredes celulares de los hongos, algas, 
y plantas superiores se componen de polisacáridos fibrosos (p. ej., celulosa) 
embebídos en una matriz gelatinosa de polisacáridos y proteínas. Sus pare¬ 
des celulares rígidas permiten a las células vegetaies expandirse rápida- 
mente por la entrada de agua. 
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Matriz extraceluiar: Les células animales en los fejidos se rodean de u na 
matriz extraceluiar constituida por proteŕnas secretadas y poltsacáridos. Los 
receptores de la superficie celularse unen a la matriz extraceluiar y anclan eí 
cítoesqueleto en las uniones célula-matriz. 


INTERACCIQNES CÉLULA-CÉLULA 

Proteŕnas de adhesión cetutan Las interacciones selectivas interceluiares 
están medíadas por cuatro grupos princípates de proteŕnas de adhesión ce- 
lufar: selectinas, integrmas, miembros de la superfamilia de las inmunoglo- 
bulinas, y cadherínas. Las cadherinas unen los citoesqueletos de las células 
adyacentes en las uniones célula-célula estables. 

Uniones estrechas: Las uniones estrechas impiden el libre tránsito de las 
moléculas entre las células epiteliales, y separan los dominios apical y baso- 
íateral de la membrána plasmática. 

Uniones de tipo gap: Las uniones de tipo gap son canales abiertos que 
conectan los citoplasmas de las células adyacentes, 

Adhesión de ias células vegetaies y piasmodesmos: Las células vegeta- 
les adyacentes se unen a través de conexiones citoplasmáticas denomina- 
das piasmodesmos. 


matriz extraceluiar, lámina basal, 
colágeno, fibrilla de colágeno, 
procolágeno. fíbra eláslica, elastina, 
glicosamínoglicano (GAG), 
proteoglicano, fíbronectina, laminina. 
entactina, nidógeno, integrina, adhesíón 
focal, hemídesmosoma 


molécula de adhesión celutar. seleetina, 
integrina, superfamilia de las 
inmunoglobuiinas <lg>, cadherina, 
interaccíón heterofilica, interacción 
homoli líca, uniones adherentes, 
desmosoma 

unión estrecha, complejo de unión 


unión de tipo gap. conexina 


lámina média, plasmodesroo 


Preguntas 

1. Explica cómo el colesterol puede ex- 
tender el rango de tempe ratura en el que 
puede funcionar una bicapa de membrána. 

2. iCómo puede distinguirse experi- 
mentalmente entre proteinas periféricas 
de membrána y tas proteŕnas integrál es de 
membrána? 

3. £ C u á les sedan las consecuencias 
de incorporar las porinas a la membrána 
plasmátíca en lugar de a la membrána 
externá de las bactenas? 

4. ^Cómo apoyaron los experimentos 
de fusión celular de Frye y Edidin el mo- 
delo del mosaico fluido para la estructura 
de la membrána? ^Qué resuttados hu- 
bieran obtenido si hubiesen incubado cé- 
fulas fusionadas a 2 °C? 

5. ^Cuáles son dos de las pnncípales 
funciones del glicocálix? 

6. La concentración de K“ es casi 20 
veces superior en el interior de los axo- 


nes de calamar que en los fluidos extra- 
celulares, generando un potenciál de 
equilibrio de membrána de -75 mV. 
^Cuál séria el potenciál de equilibrio de 
membrána esperado si la concentración 
de K + fuera solamente 10 veces mayor 
dentro que fuera de la célula? čPqt qué 
el potencia! de reposo habitual de la 
membrána (-60 mV) es diferente del po¬ 
tencia! de equilibrio del K , de -75 mV? 

7. Una función importante de la bomba 
de Na f - K + en las células animales es 
mantener el equilibrio osmótico. ^Por 
qué esto no es necesario en las células 
vegetaies? 

8. ^Gué información hemos obtenido a 
partir de estudios sobre células de níňos 
con hipercolesterolemia familiar sobre 
los mecanismos de endocitosís mediada 
por receptores? 

9. ^En qué difieren las paredes celuta- 


res y membranas adyacentes entre bac* 
terias Gram-posítivas y Gram-negativas? 

10. Tras la exposición a un carcinógeno 
mutagénico, una célula epitetíal pierde su 
unión a las células epiteliales vecinas, se 
divide y paša a farmár un cáncer. ^Qué 
gen puede haber mutado para causar 
esta pérdida de adhesión a las células 
vecinas? 

11. ^Cuál es la importancia de dirígir 
selectivamente los diferentes Iransporta- 
dores de gfucosa a los dominios apical y 
basolateral de la membrána plasmática 
de las células epiteliales intestinales? 
^Cuál es el papel de las uniones estre¬ 
chas en ešte proceso? 

12. ^En qué se parecen las uniones de 
tipo gap y los piasmodesmos? ^Es pro- 
babie que sean estructuras análogas u 
homólogas entre fos animales y los vege- 
tales? 
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T odas las ceľulas reciben seňales desde su mediq y responden a estas 
seňales. Incluso la bacteria más sencílla capta y se desplaza hacia con- 
centraciones elevadas de nutrieníes, como la glucosa o los aminoácidos. 
Muchos eucariotas unicelulares también responden a moléculas seňalizadoras 
secretadas por otras células, permitíendo, de ešte modo, la comunicación célu- 
la-céíuia. Por ejemplo T el apareamiento entre células de levadura se seňaliza 
medíante péptídos que son secretados por una célula y se onen a receptores en 
la superfície de la otra. Sin embargo, es en los organismos pluricelulares donde 
la comunicación célula-célula alcanza su grado más elevado de complejidad. 
Mientras que las células procariotas y las de los organismos eucariotas unicelu¬ 
lares son. en gran medida, autónomas, el comportamiento de cada célula en las 
plantas y animales pluricelulares ha de ser regulado cuidadosameníe para sa- 
tisfacer los requerimientos del organismo como un todo. Esto se consigue a 
través de un amplio repertorío de moléculas seňalizadoras que, bien son secre¬ 
tadas, o bien se expresan en la superficíe celular, las cuales se unen a recepto¬ 
res expresados en otras células, íntegrando y coordínando de esta manera las 
funciones de las distintas células individuales que constituyen organismos tan 
complejos como el ser humano. 

La unión de la mayoría de estas moléculas seňalizadoras a sus receptores 
provoca una cascada de reacciones intracelulares que son las que regulan, en 
gran medida, los diferentes aspectos del comportamiento celular, incluyendosu 
metabolísmo, la motilidad, la proliferación, su supervtvencia y la díferenciación. 
La comprensión de los mecanismos moleculares que constituyen estas vías de 
seňalización celular se ha convertido, por tanto, en un área prioritaria de investi- 
gación El interés en ešte campo es aun mayor por el hecho de que muchos 
tipos de cáncer surgen debido a una alteración en las vías de seňalización celu¬ 
lar que controlan la proliferación y supervivencía de las células sanas. Por su 
parte, muchos de nuestros conocimientos acerca de los mecanismos de seňali¬ 
zación celular proceden del estudio de células cancerosas, !o que supené un 
claro ejemplo de la fructífera relación entre la medicína y la investigacíón básica 
en la biológia molecular y celular. 


Moléculas seňalizadoras y sus receptores 

Son muchos los diferentes tipos de moléculas que transmiten información entre 
las células de los organismos pluricelulares. Aunque todas ellas actuan como 
ligandos que se unen a receptores expresados por las células diana, existe una 
variabihdad considerable en la estructura y funcíón de los distintos tipos de mo¬ 
léculas que actúan como transmisores de seňales. En cuanto a su estructura, el 
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Seňalización directa célula-célula 



Seňalización med taňte moléculas 
secretadas 

(A) Seňalización endocrina 



(B) Seňatización paracrina 




rango de complejidad de las moléculas seňalizadoras utiJizadas por plantas y 
animales varia desde los gases senciltos hasia las proteínas. Algunas de estas 
moléculas transmiten las seňales a través de largas dístancias, mientras que 
otras actúan localmente transfiriendo la informáciou entre células vecinas. Ade- 
más, las moléculas seňalizadoras dlfleren en su modo de acción sobre las célu¬ 
las díana. Algunas de estas moléculas son capaces de atravesar la membrána 
plasmática y se unen a receptores intracelulares en e! eitoplasma o en el nú- 
cleo, mientras que la mayoría se une a receptores que son expresados en la 
superficie de las células diana. En las secciones siguientes se tratarán los pnn- 
cipales tipos de moléculas seňalizadoras y los receptores con los que interne- 
cionan. Posteriormente, se abordarán los mecanísmos mediante los que los 
receptores celulares de superficie regulan el comportamiento celular. 

Tipos de seňalización célula-célula 

La seňalización celular tiene lugar bíen a través de la interaccíón directa entre una 
célula y la celu la vecina, bien mediante la acc ión de moléculas seňalizadoras 
secretadas (Fíg, 13.1). La seňalización mediante interacción directa célula-célula 
(o célula-matriz extracelular) desempeňa un pape! crítico en la regulación det 
comportamiento de las células en los tejidos animales. Por ejemplo, las integrinas 
y cadhertnas (que fueron tratadas en el Capítulo anterior) funcionan no sólo como 
moléculas de adhesión celular, sino también como moléculas seňalizadoras que 
regulan la proliferacion y supervivencia celular en respuesta al contacto célula- 
célula o célula-matriz extracelular. Además, las células expresan variedad de re¬ 
ceptores de superficie que interaccionan con las moléculas seňalizadoras de su¬ 
perficie de las células vecinas. Ešte tipo de seňalización mediante interacción 
directa célula-célula desempeňa un papeí fundamente! en la regulación de las 
múltiples interacciones que tienen lugar entre los distintos tipos celulares durante 
el desarrollo embrionario, asi como en el mantenimiento de los tejidos adultos. 

Los diferentes tipos de seňalización mediante moléculas secretadas se sue- 
len dívídir en tres grandes clases en función de la dištancia recorrldo por la 
molécula seňalizadora. En la seňalización endocrina, Jas moléculas seňaliza¬ 
doras (hormonas) son secretadas por células endocrinas especialtzadas y se 
transportan a través de la circulación, actuando sobre células diana localizadas 
en lugares alejados en el organísmo. Un ejemplo clásíco lo proporciona ta hor- 
mona esteroidea estrógeno, que es producida por el ovario y estimula el desa- 
rrolío y mantenimiento del sistema reproduetor femenino y de los caracteres 
sexuales secundarios. En los animales se producen más de 50 hormonas dis- 
tíntas por las glándulas endocrinas, entre las que se incluyen la pituítaria, tiroi- 
des, paratiroides, páncreas, glándulas suprarrenales y gónadas. 

A diferencia de las hormonas, algunas moléculas seňalizadoras actúan lo¬ 
calmente, afectando al comportamiento de las células próximas. En la seňali- 
zación paracrina, una molécula liberada por una célula actúa sobre las células 
diana vecinas Un ejemplo lo proporciona la acción de los neurotransmisores 
que transportan la seňal entre células nerviosas en la sinapsis, Por último, algu¬ 
nas células responden frente a seňales que producen eílas mišmaš. Un ejemplo 
importante de esta seňalización autocrina es la respuesta de las células del 
sistema inmune de los vertebrados frente a antígenos extraňos. Algunos tipos de 
linfocitos T responden a la estimulación antigénica síntetizando un factor de creci- 


Figura í3.1 

Tipos de seňalización célula-célula. La seňalización celular puede tener lugar bien 
mediante contacto directo célula-célula, o bien a través de la acción de moléculas 
seňalizadoras secretadas. (A) En la seňalización endocrina, las hormonas se transpor¬ 
tan a través del sistema circulatoňo y actúan sobre células diana alejadas. (B) En la 
seňalización paracrina, la molécula liberada por una célula actúa localmente afectando a 
células diana próximas, (C) En la seňalización autocrina, !a célula responde a una 
molécula seňal producida por ella misma. 
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miento que induce su propia proliferación> lo que supone, por tanto, el aumento del 
numero de lintocitos T con capacidad de respuesta y la amplificación de ia respues- 
ta inmune, También merece la pena destacar que una seňaiizacíón autocrina anor- 
mal suele contribuir al crecimiento ineontrolado de las células cancerosas (véase 
Cap, 15). En ešte caso, la célula cancerosa produce un factor de crecimiento frente 
al que es susceptible, induciendo continuamente su proliferación incontrolada. 

Hormonas esteroideas y superfamilia de receptores 
d e esteroides 

Como ya se ha comentado, todas las moléculas seňalizadoras actúan mediante 
la unión a receptores que son expresados por las células diana. En muchos 
casos, estos receptores se expresan en la superficie de la célula diana, pero 
otros receptores son proteínas intracelulares que se localizan en el citosol o en 
el núcleo. Estos receptores intracelulares interaccionan con moléculas seňalí- 
zadoras pequeňas e hidrotóbicas que son capaces de difundir a través de la 
membrána plasmätica. Las hormonas esteroideas son el típico ejemplo de 
ešte tipe de moléculas seňalizadoras, entre las que también se incluyen la hor- 
mona tiroidea, la vitamina D 3 , y el ácido retinoico (Fig. 13.2). 

Las hormonas esteroideas (que incluyen a la testosterona, estrógeno, proges¬ 
terona, los corticosteroides y la ecdisona) se sintetizan a partir del colesterol. La 
testosterona, estrógeno y progesterona son esteroides sexuales que son pro- 
ducidos por las gónadas. Los corticosteroides son producidos por la glándula 
suprarrenal. Estos incluyen a fos gtucocorticoides, que actúan sobre dístíntos 
típos de células estimulando la producción de glucosa, y los mmeralocorticoi- 
des. que actúan sobre el riňón regulando el equilibrio salíno e hídrico. La ecdiso¬ 
na es una hormona de insectos que desempeňa un papel fundamental en el 
desarrollo activando la metamorfosis de la larva a adulto Los brasinosteroides 
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(un estrógeno) 
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Figúra 13,2 

Estructura de las hormonas esteroi¬ 
deas, hormona tiroídea* vitamina D 3 y 
ácido retinoico. Los esteroides incluyen 
a las hormonas sexuales (testosterona. 
estrógeno. y progesterona). glucocortícoi- 
des y mineraiocorticoides. 
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Figúra 7 3.3 

Acción del estrógeno. El estrógeno dL 
funde a través de la membrána pfasmáti- 
ca y se une a su receptor en el núcleo- En 
ausencia de la hormona, el receptor del 
estrógeno se encuentra unido a Hsp9G. 
La unión al estrógeno desplaza al Hsp90 
del receptor, y permtte la formación de dí- 
meros de receptor, los cuales se u n en al 
ADN, se asocian con coactivadores que 
poseen actlvidad histona acetíltransterasa 
(HAT), y estirnulan la transcripción de sus 
genes diana. 
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son hormonas esteroídicas específicas de piantas que controlan un cŕerto núme- 
ro de procesos del desarrollo, incluyendo el crecimiento y diferenciación celular. 

Aunque la hormona tiroidea, la vitamina D 3 y el ácido retinoico son estructu- 
ral y funcionalmente diferentes a los esteroides, comparten un mecanísmo de 
acción comun en las células diana. La hormona tiroidea se sintetiza a partir de 
la tírosina en la glándula tiroidea; desempeňa un papel importante en el desarro™ 
Ho y en la regulación del metabolísmo. La vitamina D a regula el metabolismo del 
calcio y el crecimiento del hueso, El ácido retinoico y sus derivados (retinoi- 
des) r sintetizados a partir de la vitamina A, juegan un papel importante en el 
desarrollo de los vertebrados, 

Debido a su caräcter hidrofóbico, las hormonas esteroideas, la hormona ti- 
roídea, la vitamina D 3 y el ácido retinoico son capaces de penetrar en la célula 
difundiendo a través de la membrána plasmática (Fig. 13.3). Una vez en el inte- 
rior celular, se unen a receptores intracelulares que son expresados por las 
células diana sensibles a hormonas. Estos receptores, que son miembros de 
unafamilia de proteínas denominada superfamilia de los receptores de este¬ 
roides, son factores de transcripción que contienen dominíos similares ímpíica- 
dos en la unión al ligando, en la unión al ADN y en la activación de la transcrip- 
ción. La unión al ligando regula su función como activadores o represores de 
sus genes diana, por lo que las hormonas esteroideas y moléculas relacionadas 
son reguladores directos de la expresión génica. 

La unión al ligando tiene efectos distíntos segun los diferentes receptores. 
Algunos miembros de la superfamilia de los receptores de esteroides, como el 
receptor de estrógeno y el receptor de glucocortícoides, son incapaces de unírse 
al ADN en ausencia de la hormona. El receptor de estrógeno, por ejemplo, está 
unido a chaperonas Hsp90 en ausencia de la hormona (Fig. 13.3). La unión del 
estrógeno induce un cambio conformacional en el receptor, desplazando a 
Hsp90 y dando lugar a la formación de dímeros de receptores que se unen a las 
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Ausencia de hormona 
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Figúra 13,4 

Reguláciou génica medíada por el re¬ 
ceptor de la hormona tiroidea. El re¬ 
ceptor de la hormona tiroidea se une al 
ADN tanto en ausencia como en presen¬ 
cia de la hormona Sin embargo, la unión 
de la hormona cambta la función del re¬ 
ceptor, de re pre s or a acíivador de la trans¬ 
cripción de los genes diana. En ausencia 
de la hormona, el receptor se asocia con 
correpresores que poseen actividad histo- 
na deacetilasa (HDAC). En presencia de 
la hormona, el receptor se asocia con 
coactivadores que poseen actividad histo- 
n a aceti Itran sf e rasa ( H AT). 


secuencias reguladoras del ADN y activan la transcripción de los genes diana. En 
otras casos, el receptor se une al ADN tanto en presencia como en ausencia de la 
hormona, pero la unión de la hormona modifica la actividad del receptor como 
molécula reguladora de la transcripción. Por ejemplo, en ausencia de la hormona, 
el receptor de la hormona tiroidea está asociado con un complejo correpresor y 
reprime la transcripción de sus genes diana (Fig. 13,4), La unión de la hormona 
induce un cambio conformacional que resulta en la interacción del receptor con 
coactivadores en lugar de correpresores, desencadenando la activación trans- 
cripciona! de los genes inducibles por la hormona tiroidea. 


Óxido nítrico y monôxido de carbono 

El gas sencillo óxido nítrico (NO) es una molécula seňalizadora paracrina funda- 
mental en los sistemas nervioso, inmune y circulatorio. Al igual que las hormonas 
esteroideas, el NO es capaz de difundir directamente a través de la membrána 
plasmática de sus células diana. Sin embargo, el fundamento molecular de la 
acción del NO es diferente al de la acción de las hormonas esteroideas; en vez de 
unirse a un receptor que regule la transcripción, el NO altera la actividad de enzi- 
mas diana íntracelulares. 

El óxido nitrico se sintetiza a partir del aminoácido arginina mediante la enzi- 
ma óxido nitrico sintasa (Fig. 13,5). Una vez sintetizado, el NO difunde fuera de la 
célula y puede actuar localmente afectando a células próximas, Su acción se 
restringe a estos efectos locales ya que e! NO es extremadamente ínestable, 
con una vída média de sólo unos pocos segundos. U n ejemplo bien caracterizado 
dela acción del NO es la seňalización de ladilatación de los vasos sanguíneos. El 
primer paso en ešte proceso es la liberación de neurotransmisores, como la ace- 
tilcolina, desde los terminales de las células netviosas a la pared de los vasos 
sanguíneos. Estos neurotransmisores actúan sobre las células endoteliales esti- 
mulando la síntesis de NO. El NO difunde hasta las células vecinas del músculo 
liso donde reacciona con el hierro unido al centra activo de la enzima guanilato 
ciclasa, Esto aumenta la actividad enzi matica, da lugar a la síntesis del segundo 
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Figúra 13,5 

Smtesis del óxido nítrico. El enzima óxido nítrico 
sintasa (NOS) cataliza la formación de óxido nítrico a 
parlir de arginina. 
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Figúra 13,6 

Estructura de neurotransmisores re- 
presentativos. Los neurotransmisores son 
moléculas hidrofílicas que so unen a re- 
ceptores celuEares de superficie. 


Arginina Cifrulina 

mensajero GMP cíclico (se hablará de él posteriormenfe en ešte Capitulo), el 
cual induce la relajación de las células musculares y la dilatación de los vasos 
sanguíneos, Por ejempto, el NO es la sena! responsable de la dilatación de los 
vasos sanguíneos que conduce a la erección del pene. También es interesante 
destacarque e! uso médico de la nitroglicerina en el tratamiento de enfermeda- 
des cardíacas está basado en su conversión a NO, el cual dilata los vasos san¬ 
guíneos eoronaríos incrementando el ffujo sanguíneo a! eorazón, 

Otro gas sencillo, el monóxido de carbono (CO) T también funciona como una 
molécula seňalizadora en el sistema nervioso. El CO está íntimamente relacio 
nado con el NO y parece que actúa de ígual manera como neurotransmisor que 
como mediador de fa vasodilatación, La smtesis del CO en células cerebrales, 
al igual que la del NO, es estimulada por neurotransmisores. Asimismo. el CO 
estimula a la guanilato ciclasa, la cual parece ser la principál diana fisiológica de 
la seňaltzación mediante CO. 

Ne n ro trmism isores 

Los neurotransmisores llevan las seňales entre las neuronas o desde las neuro- 
nas a algún otro tipo de célula diana (como las céiuías musculares). Son un grupo 
díverso de moléculas pequenas, hidrofílicas que incluye a la acetifcolina, dopamina, 
epinefrina (adrenalina), serotonina, histamina. glutamato, glicina, y ácido y-amíno 
butírico (GABA) (Fig. 13.6). La seňal de liberación de los neurotransmisores es la 
llegada de un potenciál de accíón al terminál de la neurona (véase Fig. 12.22). Una 
vez liberados, los neurotransmisores difunden a través del espado sináptico y se 
unen a los receptores de superficie de la célula diana. Hay que destacar que algu- 
nos neurotransmisores también actúan como hormonas. Por ejemplo, la epinefrina 
funciona como un neurotransmisor y como una hormona producida por la glándula 
suprarrenal para activar la hidrólisis del glucógeno en las células musculares, 
Debido a que ios neurotransmisores son moléculas hidrofílicas, no son ca- 
paces de atravesar Ja membrána plasmática de las células diana, Por ello T y a 
diferencia de las hormonas esteroideas y el NO o el CO, el mecanismo de ac- 
fuación de los neurotransmisores es mediante la unión a receptores celulares 
de superficie. Muchos receptores de neurotransmisores son canales iónícos re- 
gulados por ligando, como el receptor de acetílcolina, mencionado en el Capítm 
ío anterior (véase Fig. 12,23). El neurotransmisor que se une a estos receptores 
induce un cambio conformacional tal que se abre el cana! iónico, lo que permite 
una variación del flujo de iones en la célula diana. Otros receptores de neuro¬ 
transmisores están acoplados a proteínas G —un grupo importante de molácu- 
las seňalizadoras (tratadas posteriormente en ešte Capítulo) que acoplan a los 
receptores de superficie celular a diversas respuestas intracelulares—. En el 
caso de los receptores de neurotransmisores, las proteínas G asocíadas actúan 
regulando indirectamente la actividad de los canales iónicos. 

Hormonas peptídicas y factores de crecimiento 

En los animales, las moléculas seňalizadoras más diversas son los péptidos, 
cuyo tamaňo oscila entre sólo unos pocos hasta más de cien aminoácidos. Ešte 
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TABLA 13.1. Hormonas peptídicas, neuropéptidos y factores 
de crecimiento representativos 


Molécula senát 

Tamano* 

Función b 

Hormonas peptídicas 

Insulina 

A = 21 f B = 30 

Regulaclon de la absorción de la glucosa; 
estimula ta proliferación celular 

Glucagón 

29 

Estimula la síntesis de ia glucosa 

Hormona del crecimiento 

191 

Estimula el crecimiento 

Hormona estimulante del 

a = 92, fi = 118 

Estimula el desarrollo de los oocitos y de 

foliculo (FSH) 

los folículos ováricos 

Prolactina 

198 

Estimula la producción d e Iech e 

Neuropéptidos y ne u roh o mračna s 


Sustancia P 

11 

Transmisión sináptica sensorial 

Oxitocina 

9 

Estimula la contracción del músculo liso 

Vasopreslna 

9 

Estimula la reabsorción de agua en el riŕíón 

Encefalinas 

5 

Analgéslcas 

^Endorfina 

31 

Analgésica 

Factores de crecimiento 

Factor d e crecimiento 

118 

Supervivencia y diferenciación neuronal 

nervioso (NGF) 

Factor de crecimiento 

53 

Proliferación de muchos tipos celulares 

epidérmico (EGF) 

Factor de crecimiento 

A = 125, B ^ 109 

Proliferación de fibroblastos y de otros 

derivado de las 


tipos celulares 

plaquetas fPDGF) 

interieuquina-2 

133 

Proliferación de linfocitos T 

Eritropoyetina 

166 

Desarrollo de glóbulos rojos 


a E4 tarnaňo se ex preša en numero de aminoácidos. Algunas hormonas y factores de crecimiento están consti- 
tuidos par dos cadenas poli peptídicas diferentes, la s cuaJes $e destgnan A y B o i y /J, 

* La mayoriade estas hormonas y laclores de crecimiento liene n otras funciones además de las arriba sndicadas. 


grupo de moléculas seňalizadoras induye a las hormonas peptídicas, neuropépti¬ 
dos, y un amplio espectro de factores de crecimiento pofipeptídicos (Tabla 13.1). 
Ejemplos bien conocidos de hormonas peptídicas son la insulina, el glucagón 
y las hormonas producidas por la glándula pituitaria (hormona del crecimiento, 
hormona estimulante del foJtculo, prolactina y otras}. 

Algunas neuronas secretan neuropéptidos en vez de Jas moléculas neuro- 
transmisoras de pequeňo tarnaňo a las que nos referimos en la sección anterior. 
Algunos de estos peptidos, como las encefalinas y las endorfinas, tuncionan 
no sólo como neurotransmísores en la sinapsis sino también como neurohor- 
monas que actúan sobre células alejadas. Las encefalinas y las endorfinas se 
han estudiado ampliamente debido a su actividad como analgésícos naturales 
que disminuyen la respuesta de dolor en el sistema nervíoso centrál. Fueron 
descubiertas durante estudios acerca de ia adiccíón a las drogas, y son com- 
puestos producidos por el propio organismo que se unen a los mismos recepto- 
res de superficíe de tas células cerebrales a los que se une la morfina. 

Los factores de crecimiento polipeptídicos incluyen una amplta gama de 
moléculas seňalizadoras que controlan el crecimiento y la diferenciación de las 
células animales. El primero de estos factores (el factor de crecimiento ner- 
vioso, o NGF) fue deseubierto por Rita Levi-Montalcini en los aňos 50 El NGF 
pertenece a una família de polipéptidos (denominados neurotrofinas) que re- 
gulan el desarroJlo y Ja supervivencia de las neuronas. Durante e! transcurso de 
experimentos con el NGF, Stanley Cohen descubrió casualmente un factor dife- 
rente {denominado factor de crecimiento epidérmico, o EGF) que estimula la 
proliferación celular. El EGF, un polipéptido de 53 aminoácidos (Fig. 13.7), se 
considera el prototipo de una amplia šerie de factores de crecimiento que de- 
sempeňan un papel fundamental en el contro! de la proliferación celular, tanto 
durante e! desarrollo embrionario como en el organismo adulto. 
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Figúra 13.7 

Estructura del factor de crecimiento 
epidérmico (EGF). El EGF es una única 
cadena polipeptídica constituida por 53 
aminoáeidos. Se indícan los puenfes di- 
sulfuro entre los residuos de cisteína. (A 
parí i r de G. Carpenter y S. Cohen, 1979. 
Ann. Rev. Biochem. 48:193.) 



Un buen ejemplo de la accíón de los faciores de crecimiento lo proporciona 
la actividad del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) en 
la cicatrización de las heridas. El PDGF se aímacena en las plaquetas y se 
llbera durante la coagulación sanguínea en el lugar de la herida. Entonces, esti- 
mula la proliferación de fibroblastos en la proximidad del coágulo, lo que contri- 
buye a la regeneración del tejido daňado. Los miembros de otro gran grupo de 
factores de crecimiento polipeptídicos (denominados citoquinas) regulan el de- 
sarrollo y la diferenciación de las células sanguíneas y controlan la actividad de 
los linfocitos durante la respuesta inmune. Otros factores de crecimiento poli¬ 
peptídicos (factores de crecimiento anclados a la membrána) permanecen 
asociados a la membrána plasmática en vez de ser secretados ai fluido extrace- 
lular; por tanto, actuan específicamente como moléculas seňalizadoras en las 
interacciones directas célula-céiula. 

Las hormonas peptídicas T los neuropéptidos y los factores de crecimiento no 
pueden atravesar la membrána plasmática de las células diana, por lo que ac- 
túan mediante la unión a receptores de superficie celulares, lo que se tratará 
posteriormente en ešte Capítulo. Tal y como cabría esperar del papel crucial 
que desempeňan los factores de crecimiento polipeptídicos en ef control de la 
proliferación celular, las alteraciones en la seňalización mediada por factores de 
crecimiento son la fuente de multitud de enfermedades, íncfuyendo muchos ti- 
pos de cáncer, Por ejemplo r la expresión alterada de un receptor reiacionado 
con el receptor del EGF es un factor importante para el desarrollo del cáncer de 
ovario y de pulmón en el hombre. 

Eicosanoides 

Muchos tipos de lípidos sirven como moléculas seňalizadoras que, a diferencia 
de las hormonas esteroideas, actúan mediante la unión a receptores de superfi¬ 
cie celular. Los más importantes de ešte tipo de moléculas son los miembros de 
una clase de lípidos denominados eicosanoides, que incluyen a las prosta- 
glandinas, la prostaciclina, los tromboxanos y los leucotnenos (Fig. 13.8). 
Los eicosanoides se hidrolizan rápidamente, por lo que actúan locaimeňte en 
vías de seňalización autocrinas o paracrinas. Estimulan una gran díversidad de 
respuestas en las células diana, como por ejemplo la agregación plaquetaria, la 
inflamación y la contraccíón del músculo tiso. 

Todos los eicosanoides se sintetizan a partir del ácido araquidónico, que se 
forma a partir de los fosfohpidos. El primer paso en la vía que conduce a la 
sintesis tanto de prostaglandinas como de tromboxanos es la transformacíón 
del ácido araquídónico en la prostaglandina H 2 . Es de destacar que la enzima 
que cataliza esta reacción (la ciclooxigenasa) es la diana de la aspirína y de 
otros medicamentos antiinflamatorios no esteroideos. Mediante la inhibición de 
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Figúra 13 8 

Síntesis y estructura de los eicosanoi- 
des. Los eicosanoides incluyen a las pros- 
tagtandinas, la prostaciclina, los tromboxa- 
nos y los leucotnenos. Son sintetizados a 
partir del áctdo araquidónico, el cual se for¬ 
ma a partir de la hidrólisis de fosfolípidos 
caíalizada po r la fosfolipasa A z (PLA.,), El 
áctdo araquidónico puede, a partir de 
aquí, seguír dos caminos metabólicos al- 
ternativos: una vía lleva a la síntesis de 
las prostaglandinas, la prostaciclina y los 
tromboxanos 1 mientras que la otra condu- 
ce a la síntesis de los leucotnenos. 


la síntesis de las prostaglandinas, la aspirina reduce la inflamación y el dolor. 
Mediante la inhibición de la síntesis de los tromboxanos, la aspirina reduce la 
agregación plaquetaría y la coagulación. Debido a esta acción, se suelen rece- 
tar pequeňas dosis diarias de aspirina para prevenir los accidentes cerebrovas- 
culares. Además, se ha descubierto que la aspirina y los antiinflamatorios no 
esteroídeos disminuyen la frecuencia del cáncer de colon tanto en modelos ani- 
males como en humanos, lo que se debe, aparentemente, a la inhibición de la 
síntesis de prostaglandinas que estimulan la proliferación celular y promueven 
el desarrollo del cáncer. 

Hormonas vegetales 

El crecimiento y el desarrollo de las plantas está regulado por un grupo de moié- 
culas pequeňas denominadas hormonas vegetales. Los niveles de estas mo- 
léculas en la planta se modifícan de manera característica por factores ambienta- 
les, como la luz o una infección, de tal manera que asi se coordina la respuesta 
de los tejidos en distintas partes de la planta a las seňales ambientales. 

Las hormonas vegetales se suelen dividir en cinco clases principales: auxi- 
nas, giberelinas, citoquininas, ácido abscísico y etileno (Fig. 13.9), aunque 
recientemente se han descubierto otras hormonas vegetales adicionales. La 
primera hormona vegetal que se identificó fue la auxina, y los experimentos que 
condujeron a su descubrimiento los realizó Charles Darwin en los aňos 80 del 
siglo XIX, Uno de los efectos de las auxinas es inducir la elongación de la célula 
vegetal mediante el debilitamiento de la pared celular (véase Fig. 12.49). Ade- 
más, tas auxinas regulan otros muchos aspectos del desarrollo de la planta, 
incluyendo la división celular y la diferenciación. Igualmente, las otras hormonas 
vegetales tienen diversos efectos sobre sus tejidos diana, que incluyen la elon- 
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Figúra 13,9 

Estructura de Jas hormonas vegetales. 



gacion deJ tallo (giberelinas), la maduración del fruto (etileno), la división celular 
(citoquíninas) y la imhibíción de la germinacíón (äcido abscisico). 

Las vías de seňalizacíón activadas por estas hormonas en plantas emplean 
una varíedad de mecanismos que se conservan en las células anímales, ade- 
más de un numero de elementos que son exclusivos de plantas. Por ejemplo, 
un vía bien estudiada, que se descubrió mediante el análisis genético de Arabi- 
dopsis thafiana, seňaliza la respuesta de las células de la planta al etileno. Ele¬ 
mentos de esta vía incíuyen un receptor de etileno en la superfícíe de la planta, 
una proteína quinasa relacíonada con las proteínas quinasas Raf de las células 
anímales, y un nuevo factor de transcripción que regula la expresión de genes 
de respuesta al etileno. 

Funciones de los receptores de la superficie celular 

Como ya se ha visto, la mayoría de los ligandos responsables de la seňalizacíón 
célula-célula (incluidos los neurotransmisores, las hormonas peptídicas y los fac- 
tores de crecimiento) se unen a receptores de la superficie de las células diana. 
Por lo tento, un reto fundamente! en la comprensión de la seňatización célula- 
célula es desenmascarar los mecanismos mediante los que los receptores celu- 
lares de superficie transmiten las seňales iniciadas por Ja unión del ligando 
Como ya se describió en el Capítulo 12, algunos receptores de los neurotrans- 
misores son canales iónicos regulados por ligando que controlan de manera 
directa el flujo de iones a través de la membrána plasmática. En cambio, otros 
receptores de superficie, entre los que se encuentran los receptores de las hor¬ 
monas peptídicas y los de los factores de crecimiento, actúan regufando la acti- 
vidad de proteínas intracelulares. Estas proteínas, a su vez, transmiten Jas seňa¬ 
les desde el receptor a un conjunto de díanas intracelulares adicíonales, que 
suelen ser frecuentemente factores de transcripción. Asi, la unión a un receptor 
en la superficie de la célula genera una cascada de reacciones intracelulares, que 
acaban alcanzando al núcleo celular y que dan íugar a alteraciones programadas 
de la expresión génica. Aquí se tratarán las funciones de las principales clases de 
receptores de superficie, mientras que en la siguiente sección de ešte capítulo 
se tratarán las rutas de seňalizacíón intracefuJar a partir de los receptores. 
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Figúra 13.10 

Estructura de un receptor asociado a proteína G. Los receptores asociados a las pra¬ 
té i nas G se caracterizan por tener siete hélices a transmembrana. 


Receptores asociados a proteínas G 

La família más numerosa de receptores de la superficíe ceiular transmite las 
seňales al ínterior de la céfula a través de proteínas que un en nucleótídos de 
guanina, denominadas proteínas G. Se han iderrtificado más de mi! de estos 
receptores asociados a proteínas G, entre los que se incluyen los receptores 
de miíchos neurotransmisores, de neuropéptidos y de hormonas peptídicas. 
Además, la família de los receptores asociados a proteínas G ineluye gran nu¬ 
mero de receptores responsables de ias funciones del olfato, vista y gusto. 

Los receptores asociados a proteínas G son un grupo de proteínas relaeíona- 
das estructural y funcionalmente, caracterizadas por tener siete hélices a trans- 
membrana (Fíg. 13.10), La unión del ligando al dominio extracelular de estos 
receptores índuce u n cambio conformacionaí que permite al dominio cítosólico del 
receptor unírse a una proteína G unida a la čara interná de la membrána piasmáti- 
ca. Esta interacción activa a la proteína G. la cual se disocia del receptor y transmi- 
te la seňal a una diana intracelular, que puede ser una enzima o un canal iónico, 

E! descubrimiento de las proteínas G se produjo a partir del estudio de hormo¬ 
nas (como la epinefrina) que reguían la síntesis del AMR cíclico (AMPc) en las 
células diana. Como se comentará postenormente en ešte capítulo, el AMPc es 
un segundo mensajero importante que actua como mediador de la respuesta 
ceiular a diversas hormonas. En los aňos 70, Martin Rodbell y col. realizaron el 
descubrimiento dave de que el GTP es necesario para la estimulación hormonal 
de la adenilato ciclasa (la enzima responsable de la formación de AMPc). Esto 
condujo a su vez r al descubrimiento de que una proteína que une nudeótidos de 
guanina (denominada proteína G) era un intermediario de la activación de la ade- 
nilato ciclasa (Fíg. 13.11). Desde entonces, se ha encontrado un vasto conjunto 
de proteínas G que actúan a modo de interruptores fisiológicos, regulando ia acti- 
vidad de diversas dianas intracelulares en respuesta a seňales extracelulares. 

Las proteínas G estän constítuidas por tres subunídades, designadas y. f ji y y 
(Fíg. 13.12). Frecuentemente se les denomina proteínas G heterotrimérícas 
para distinguirlas de otras proteínas que unen nucleótídos de guanina, como ia 
proteína Ra$, a la que nos referiremos más adelante. La subunidad a se une a 
los nucleótídos de guanina, que regulan la actividad de la proteína G. En el 
estado inactivo, a se une al GDP íormando un complejo con jí y y. La unión de la 
hormona induce un cambio conformacíonal tal en el receptor que el dominio 
cítosólico de éste interacciona con la proteína G estimulando la liberación del 
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Figúra 13.11 

Activación hormonal de la adenilato ci¬ 
clasa. La unión de la hormona induce la 
interacción del receptor con la proteína G, 
Entonces, la subunidad « activada de la 
proteína G se disocia del receptor y esti- 
mula a la adenilato ciclasa, que catalíza la 
conversión del ATP a AMPc. 
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La actívidad de la subunidad a finaliza 
mediante la hidrólisis del GTP unido 
a ella, y la subunidad oc inactiva unida 
al GDP se reasocia con el complejo by. 



En el estado inactivo. 
Ja subunidad a se une 
al GDP constituyendo 
u n complejo con (1 y y. 



La subunidad a unida al 
GTP y el complejo py 
activados se disocian del 
receptor e ínteraccionan 
con sus dianas respectivas. 



^ Hormona 



(estado inactivo) 


La unión de la hormona induce la interacción 
del receptor con la proteína G, estimufando la 
liberación del GDP y el intercambío con el GTP. 


Figúra 13.12 

Regulación de las proteínas G. 


GDP y su íntercambio por GTP. La subunidad a unida af GTP. ahora activada, 
se disocia de /i y y, que permanecen unidas constituyendo un complejo py. Tan- 
to la subunidad * unida al GTP acfiva como el complejo [íy, interaccionan con 
sus dianas para dar lugar a una respuesta intraoelular, La subunidad y se inacti¬ 
va por la hidrólisis del GTP unido a ella, de tal manera que la subunidad y inacti¬ 
va (ahora unida al GDP) se reasocia con el complejo py, quedando asi lista para 
el comienzo de un nuevo ciclo 

El genoma de los mamíferos codifica, al menos, 20 subunidades y díferen* 
tes, 6 subunidades [í y 11 subunidades y. Proteínas G distintas se asocian con 
receptores distíntos, de tal manera que esta panopíiade proteínas G acopla los 
receptores a diferentes dianas intracelulares, Por ejemplo, la proteína G asocia- 
da al receptor de la epínefrina se denomina G s porque su subunidad y estímula 
a la adenilato ciclasa (véase Fíg, 13.11). Las subunidades y y jly de otras proteí- 
nas G actúan, sin embargo, inhĺbiendo a la adenilato ciclasa o regulando la 
activídad de otras enzimas diana. 

Además de regufar enzimas diana, tanto la subunidad y. como las py de algu- 
nas proteínas G regulan directamente canales íónicos, Un buen ejemplo lo pro- 
porctona el efecto del neurotransmisor acetilcolina en el músculo cardíaco, que 
es diferente al ejercido en los nervios o en el múscuio esquelético. El receptor 
de la acetilcolina en las células nerviosas o del músculo esquelético es un canal 
tónico regulado por llgando (véase Fig. 12.23). Las células del músculo cardía¬ 
co tienen un receptor de acetilcolina diferente, asociado a proteína G. Esta pro- 
teina G se denomina G porque su subunidad y. žhhibe a la adenilato ciclasa. 
Además, las subunidades p y y de G l actúan directamente sobre los canales de 
K* de la membrána plasmática causando su apertura, dando como resultado 
una contracción más Jenta del músculo cardíaco. 
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Receptores proteína-tirosina quinasa 

A diferencia de fos receptores asociados a proteínas G, otros receptores de la 
superficie celuiar se encuentran directamente acoplados a enzimas íntracelula- 
res. La família más grande de estos receptores acoplados a enzimas son los 
receptores proteína-tirosina quinasas, los cuales fosforilan ias proteínas sus- 
trato en los residuos de tírosina. Esta família incluye a los receptores para la 
mayoría de los factores de crecimiento poiipeptídicos, por to que la fosforilación 
de Ias tirosínas de Ias proteínas han sido estudiadas fundamentalmente como un 
mecanismo de seňalización involucrado en el control del crecimiento y de la dife- 
renciación de Ias células animaies. Asi, la primera proteína-tirosina quinasa fue 
descubierta en 1980 por Tony Huntery Bartholomew Sefton al estudiar Ias proteí¬ 
nas oncogénicas de los vírus causantes de tumores en animaies, concretamente 
el vírus del sarcoma de Rous. Igualmente. Stanley Cohen y col. encontraron que 
el receptor del EGF actuaba como una proteína-tirosina quinasa, establedéndo asi 
que la fosfonlaclón de Ias tirosinas de la proteína era un mecanismo de seňaliza¬ 
ción esencial en la respuesta celuiar a la estimulacíón por factores de crecimiento. 

E! genoma codifica 58 receptores proteína-tirosina quinasas, íncluyendo los 
receptores para el EGF S NGF, PDGF, la insuíina y muchos otros factores de 
crecimiento. Estos receptores comparten una estructura común: u n dominío N- 
terminal exíracelular de uníón al ligando, una única hélice % transmembrana, y 
un dominío cítosólico G- terminál con actividad proteína-tirosina quinasa (Ftg. 
13.13). La mayoría de los receptores proteína-tirosina quinasas están constítui- 
dos por un único polipéptido, pero el receptor de la insuíina y otros receptores 
relacíonados son dímeros constituidos por dos pares de cadenas polipeptídí- 
cas. La uníón de! ligando (p. ej., un factorde crecimiento) al dominío extracelular 
de estos receptores activa el dominio quinasa cítosólico, dando lugar a la fosfo- 
rilación del propio receptory de Ias proteínas diana intracelulares, que propa- 
gan la seňal iniciada por la uníón del factor de crecimiento. 

El prlmer paso del proceso de seňalización en la mayoría de los receptores 
proteína-tirosina quinasas es la dimerización del receptor indueida por ligando 
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Figúra 13.13 

Organización de los receptores proteí¬ 
na-tirosina quinasas. Cada receptor es- 
tá constituido por un dominio N-terminal 
extracelular de unión al ligando, una única 
hélice y, transmembrana y un domino cito- 
sólico G-termina! con actividad proteína-th 
rosí na quinasa. Se muestra la estructura 
de tres subfamilias distintas d e receptores 
proteína-tirosina quinasas. Tanto el re¬ 
ceptor del EGF como el receptor de la in- 
sulina tienen dominios extraceluiares ri¬ 
cos en cisteína, mientras que el receptor 
del PDGF tiene dominios semejantes a los 
de las inmunoglobulinas (Ig). Del receptor 
del PDGF, merece la pena seňalar que su 
dominio quinasa está interrumpido por un 
inserto de unos cien aminoäcidos que no 
están relacionados con los aminoácidos 
habitualmente encontrados en los domi- 
níos cataiíticos de las proteína-tirosina qui¬ 
nasas. La peculiaridad del receptor de in- 
sulína es que es u n dímero constituido por 
dos pares de cadenas polipepíídicas (de- 
nominadas a y (í). 
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Experimento clave 


Proteína-tirosina quinasa Src 


El producto génico transformante del virus del sarcoma de Rous fosforíia 
a la tirosina 

Tony Hunter y Bartholomew Sefton 
The Salk Inštitúte, San Diego, CA 

Proceedings ofthe National Academy of Science, USA T 1980, Voi 77, págs. 1311-1315 


Contexto 

Tras seraislado en 1911, e! vírus 
del sarcoma de Rous (RSV) fue el 
primer vírus al que se consideró 
co m o ca u šante de tu more s en 
animaíes (véase el cuadro 
Medicína Molecular en el Cap. 1), 
Varias de sus caracterŕsticas 
hicieron de él un model o 
ŕnteresante para estudiar el 
desarrollo del cáncer. En 
particular, ef pequeňo tamaňo del 
genoma deí RSV ofrecía la 
esperanza de poder identificar 
aquellos genes responsables de 
inducir la proliferación anormal 
caracteríštica de las células 
cancerosas. Ešte objetivo s e 
alcanzó en los aňos 70 cuando se 
estableció que se requiere un 
único gen del RSV (al que se le 
denomínó src de sarcoma) para la 
inducción de tumores. De iguai 
importancia fue el descubrímiento 
de un gen íntímamente 
relacionado con src en la dotación 
génica normál de varios 
vertebrados, entre ellos el hombre. 
Puesto que la proteína viral Src era 
la causante de la proliferación 
incontrolada de tas células 
cancerosas, la comprensión del 
funcionamiento de Src permitiría 
vislumbrar las bases molecuiares 
tanto de la inducción del cáncer 
como de la regulación de la 
proliferación en las células sanas. 
En 1977, Ray Erikson y col. 
identificaron la proteína Src 
mediante ínmunopredpítación 
(véase Fig, 3.32} con antisuero de 
animales afectados por tumores 
inducidos por el RSV, A partir de 
aquí, se descubrió que la 
incubacíón de inmunopredpitados 
de Src con ATP radiactívo daba 
como resultado la fosforilacíón d e 


las moléculas de inmunoglobulina, 
Por tanto, la proteína Src parecía 
ser una proteína quinasa, !o que 
relacionaba la fosforllación de 
proteínas con el control de la 
proliferación celular. 

Todas las proteína quinasas 
estudiadas anteríormente 
fosfonlaban residuos de serlna o 
treonina, los cuales eran los únicos 
fosfoamínoácidos detectados en 
las células animales. Sin embargo, 
Walter Eckhardt y Tony Hunter 
habían observado en 1979 que la 
proteína oncogénica de otro virus 
tumoral animal (el poliomavirus) 
era fosforilada en un residuo de 
tirosina. Asi, Hunter y Sefton 
comprobaron la posibifídad de que 
Src fosforilara resíos de tirosina en 
vez de restos de treonina o de 
serina en sus proteínas sustrato. 
Sus experimentos demostraron 
que Src actua con función 
proteína-tirosina quinasa —una 
activldad que actualmente se 
considera que desempeňa un 
papel fundamental en las vías de 
seňalizacŕón celular. 

Experimentos 

Hunter y Sefton identificaron el 
aminoácido fosforílado por Src 
mediante la Incubacíón de 
inmunopredpitados de Src con 
ATP marcado con 32 P. El 
aminoácido que fuera fosforílado 
en la proteína sustrato (en ešte 
caso la inmunoglobuläna) quedaria 
marcado con radiaci t vi d ad. La 
inmunoglobulina fue purificada e 
hídrolizada para dar lugar a los 
aminoácidos individuales, los 
cuales se analizaron mediante 
cromatografía y electroforesis 
obteníéndose la separación de la 
fosfotirosina, la fosfotreonína y la 


fosfoserina (véase Figúra). El 
aminoácido radiactivo detectado 
en estos experimentos fue la 
fosfotirosina, lo que indicaba que 
Src fosfor i laba específicamente 
residuos de tirosina. 

Experimentos posteriores mostraron 
que !a proteína Src de las células sanas, 
al iguai que Src de origen viral. también 
actuaba como una proteína-tirosina 
quinasa en ensayos de 
inmunoprecipitación. Además, Hunter y 
Sefton ampliaron estos experimentos in 
vitro demostrando la presencia de 
fosfotirosina en proteínas extra ídas de 
células enteras. En las células sanas, la 
fosfotirosina sólo era el 0,03% de los 
fosfoaminoáddos totaies (el resto eran 
fosfoserina y fosfotreonína), lo que 
explicaba por qué no había sido 
detectada. Sin embargo, la fosfotirosina 
era aproximadamente diez veces más 
abundante en las células que habían 
sido infectadas con el RSV, lo que 
sugería que ía mayor actividad 
proteína-tirosina quinasa de la proteína 
víral Src era la responsable de la 
inducción de la proliferación celular 
anormai 


Tyr(P) 
X Thr 'P! 

■ ' Ser{P) 


Identificación de fosfotirosina en 
inmunoglobuJinas fosforilada s por Src U n 
inmunoprecipltado que contenŕa Src precedenie 
del RSV se incubó con PPJ-ATP, La 
inmunoglobulina se purificó y se hidrolizó. Los 
aminoácidos del hidrolizado se separaron 
mediante electroforesis y cromatografia en una 
píaca de celulosa de capa fína* La posŕción de los 
aminoácidos marcados con a2 P se determinó 
mediante la exposición de la placa a una pelícuía 
de rayos X. Las fíneas discontinuas índtcan las 
posícionesde los fosfoamtnoäcidos no marcados 
que se incluyeron como marcadores. Cabe 
desiaca r que el aminoácido principál marcado 
con 32 P es fosfotirosina. 
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Proteína-tirosina quinasa Src (continuación) 


Impacto 

Ei descubrimiento de que Src era 
una proteína-tirosina quinasa, 
supuso la identificación de una 
nueva actividad proteína quinasa y 
que ésta estaba relacionada con el 
control de la proliferación celular A 
los resultados de Hunter y Sefton 
siguieron otros que demostraban 
que muchas otras proteínas 
tumorales de vírus también 
actuaban como proteína-tirosina 
quinasas, lo que supuso la 
generalizaeíón del vínculo entre la 
fosforílaeión de tas 
proteína-tírosinas y la proliferación 
anormal de las células cancerosas. 
Más aun, Stanley Cohen y col. 
encontraron que el receptor del 
EGF es una proteína-tirosina 
quinasa, !o que implicaba 


directamente a la fosforilación de 
profeína-tirosinas en el control de ta 
proliferación de células normales. 
Estudios posieriores ban 
identificado numerosos 
receptores proteína-tirosina 
quinasas y proteína-tirosina 
quinasas no receptoras que 
intervienen en multitud de 
vías de seňalización celular, 

Asi, la investigacíón acerca 
del mecanismo por el que un 
vírus provocaba cáncer en 
pol los dio lugar al 
descubrimiento de una 
actividad enzimätiea 
desconocida hasta ese momento, la 
cual desempeňa un papel centrál en 
las vías de seňalización que regulan 
el crecimiento y la difereneiación de 
las células animales. 



Bartholomew Sefton 


(Fig. 13.14), Algunos factores de crecímiento, como el PDGF o el NGF. son 
dímeros constituidos por dos cadenas polipeptídícas idénticas; estos factores 
de crecímiento inducen la polimerización a través de la unión simultánea a dos 
moléculas diferentes de receptor. Otros factores de crecímiento (como el EGF) 
son monómeros pero desencadenan la dimerización de receptores como resul- 
tado de ta inducción de cambios conformacíonales que facilitan las interaccio- 
nes proteŕna-proteína entre los potipéptidos de los receptores 

La dimerización inducida por ligando conduce a la autofosforilación del 
receptor ya que las cadenas polipeptídicas del dímero $e fosforilan la una a la 
otra de manera cruzada (véase Fig. 13.14), La autofosforilación desempeňa 
dos papelesfundamentales en la seňalización a través de estos receptores. En 
primer !ugar t la fosforilación de los residuos de tirosina del domínio catalítico es 
un mecanismo de regulación ya que incrementa la actividad proteína quinasa 
del receptor. En segundo lugar t la fosforilación de los residuos de tirosina que 
no pertenecen al dominio catalítico supone la generación de sitios de unión 


Figúra 13.14 

Dimerización y autofosforitación de los 
receptores proteína-tirosina quinasas. 

La unión del factor de crecimiento induce 
la dimerización del receptor, lo que da lu¬ 
gar a la autofosforilación del mismo ya 
que las dos cadenas polipeptídicas se fos¬ 
forilan mutuamente. 
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Figúra 13.15 

Asociación de moléculas seňal intrace- 
lutares con los receptores proteína-tŕ- 
rosina quinasas. Los dominios SH2 se 
unen a péptidos específicos que conten- 
gan fosfotirosina, de los receptores activa- 
dos. 



Membrána 
plaš matica 


Molécifla 

seňal 
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Molécula - 
seňal 

intracelular 


Dominio SH2 Dominio SH2 


Factor de 
crecimienio 


específicos para otras proteínas, a través de las que se transmitirá la seňal al 
interior celular desde los receptores activados. 

La asociación de estas moléculas seňal intracelulares con los receptores proteí- 
na-tirosina quinasas, se lleva a cabo a través de un dominio de la proteína que se 
une a péptidos específicos del receptor que contengan fosfotirosinas (Fig, 13.15), 
De estos dominios, los mejor conocidos se denominan dominios SH2 {de ňomolo- 
gía 2con Src), ya que fueron identificados por primera vez en las proteína-tirosina 
quinasas relacionadas con Src, la proteína oncogénica del vírus del sarcoma de 
Rous, Los dominios SH2 se componen de cien amínoácidos aproximadamente. y 
se unen a cortas secuencias peptídicas específicas que contengan residuos de 
fosfotirosina (Fig. 13,16), Otras proteínas se unen a los péptidos que contienen 
residuos de fosfotirosina mediante los dominios PTB (del inglés phosphotyrosí- 
ne óinding). La asociación de las proteínas con dominios SH2, con los receptores 
proteína-tirosina quinasas activados tiene varios efectos: sitúa a las proteínas 
con dominios SH2 junto a la membrána plasmätica, permite su ínteracción con 
otras proteínas, promueve su fosforílación y estimula su actividad enzimátíca. 
Por lo tanto, ia asociación de estas proteínas con los receptores autofosforila- 
dos supone el primer paso en la transmisión intracelular de seňales, que co- 
menzó con la unión de los factores de crecímiento a la superficie celular. 


Figúra 13.16 

Complejo constituido por un dominio SH2 y un péptido 
con fosfotirosina. La cadena polipeptídica del dominio SH2 
de Ja Src se muestra en color rojo y su superficie se indica con 
ef punteado verde. Las bolas moradas mueslran un surco en la 
superficie. Los tres residuos aminoacídicos que interaccionan 
con Ea fosfotirosina aparecen en azul. El péptido con fosfotirosL 
na se ha representado por un m odelo tndimensional de espa- 
cio lieno. Las bolas amarillas y blancas indican, respectiva- 
mente, los ätomos del esqueleto y de las cadena s laterales, y 
el grupo fosfáte aparece en rojo. (A partir de G, Waksman et 
al . 1992, Náture 358:646.) 
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Receptore s de citoquinas y proteína-tirosina quinasas no receptoras 


Muclnos receptores, en vez de tener ellos mismos la actividad proteína-tirosina 
quinasa, acíúan estimulando a proteína-tirosina quinasas a las que no están 
unidas covalentemente. Esta familia de receptores (denomínada la superfami- 
lia de receptores de citoquinas) incluye a fos receptores de la mayoría de las 
citoquinas (p. ej., la interleuquina-2 y la entropoyetina) y a los receptores de algu- 
nas hormonas polipeptŕdicas (p. ej. t la homnona del crecimiento). Al ígual que los 
receptores proteína-tirosina quinasas, éstos están constituidos por un dominio 
N-terminal, extracelular, de unión a ligando. una única hélice x transmembrana, y 
un dominio C-termínal citosólico Sin embargo, el dominio citosólico de los recep¬ 
tores de citoquinas carece de actividad eatalítica conocida. En vez de esto, los 
receptores de citoquinas actúan en asociaeión con proteína-tirosina quinasas 
no receptoras, las cuales son activadas por la unión del ligando al receptor. 

Se piensa que el primer paso de la seňalización a partir del receptor de cito¬ 
quinas, es la dimerización del receptor inducida por ligando y la fosforilación cru- 
zada de las proteína-tirosina quinasas no receptoras asocíadas {Fig, 13.17). Estas 
quinasas activadas fosforilarán al receptor, lo que proporcionará sítios de unión de 
fosfotirosina para las moiéculas seňal intracelulares que tengan dominios SH2. Por 
lo tanto, la combinación de los receptores de citoquinas más las proteína-tirosina 
quinasas no receptoras asociadas, funciona de !a misma manera que lo hacen los 
receptores con actividad proteína-tirosina quinasa tratados en la sección anterior. 

Las quinasas asociadas con los receptores de citoquinas pertenecen a la 
família de las quinasas Janus, o JAK, formada por cuatro proteína-tirosina 
quinasas no receptoras relacionadas. Los miembros de la familia JAK parecen 
ser uníversalmente necesarios para la seňalización a iraves de receptores de 
citoquinas, lo que indica que las quinasas de la familia JAK juegan un pape! 
crítico en e! acoplamiento de estos receptores a la fosforilación en tirosmas de 
dianas intracelulares, 

Las proteína-tirosina quinasas no receptoras adicionales pertenecen a la 
família Src, que está formada por Src y ocho proteínas estrechameníe relacio¬ 
nadas. Como ya se ha indicado, Src fue inicíalmente identificada como una 
proteína oncogéniea del virus del sarcoma de Rous, y fue la primera proteína en 
la que se demosiró la actividad proteína-tirosina quinasa, de modo que ha juga- 
do un papel clave en los experimentos que han llevado a nuestra comprensíón 
actual de la seňalización celular. Los miembros de la família Src juegan pape- 
les dave en la seňalización desencadenada por los receptores proteína-tirosina 
quinasa, desde los receptores de antígeno en los linfocitos B y T, y (como se 
estudiará más adelante en ešte capítulo) desde la integrinas en los puntos de 
adhesión celular a la matriz extracelular. 
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Receptores asociadas a otras actividades enzimáticas 


Aunque la gran mayoría de los receptores asodados a enzímas estimulan la 
fosforilación de proteína-tirosinas, algunos receptores se encuentran asodados 
a otras actividades enzimáticas. Estos receptores incluyen proteína-tirosina 
fosfatasas, proteína-serina/treonina quinasas y guanilato cícfasas* 

Las proteína-tirosina fosfatasas quitan grupos fosfato de los residuos de 
fosfotirosina, actuando de manera opuesta a las proteína-tirosina quinasas. En 
muchoscasos, las proteína-tirosina fosfatasas actúan como reguladores nega- 


Figura 13.17 

Seňalización a partir del receptor de citoquinas. La unión del ligando induce la dimeri¬ 
zación de los receptores, y conduce a la activación de las proteína-tirosina quinasas no 
receptoras asociadas debido a una fosforilación cruzada. Seguidannente. las quinasas 
activadas fosforílan residuos de tirosina del receptor, dando lugar a sitios de unión de 
fosfotirosina para las moiéculas seňal intracelulares. 
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tivos en las vŕas de seňaíización celular, ya que se encargan de interrumpir las 
seňales que se activaron a partir de la fosforilación de las proteína-tirosinas. Sin 
embargo, algunas proteína-tirosina foslatasas son receptores de superficie ce¬ 
lular cuya actividad enzirmática es un mecanismo de regulación positíva en la 
seňalización celular. Un buen ejemplo de esío último lo proporciona el receptor 
denominado CD45. que se expresa en la superficie de los linfocitos B y T, Tras 
la estimulación por el antŕgeno T parece ser que el CD45 desfosforila una fosfoti- 
rosina específica, la cual inhibe la actividad enzimática de miembros de la famí¬ 
lia Src. Por tanto t la función de la proteína-tirosina fosfatasa CD45 es, paradójä- 
camente, la de activar proteína-tirosina quinasas no receptoras. 

Los receptores para el faetor de crecimiento transformante ji (TGF-jí) y 
otros polipéptidos relacionados, son proteŕna quinasas que fosforilan residuos 
de serina o treonina de sus proteínas sustrato, en vez de restos de tírosina. El 
TGF-/.Í es el prototipo de una família de factores de crecimiento polipeptídicos 
que controlan la proliferación y diferenciación de varios tipos celulares, generál- 
meňte inhĺbiendo la proliferación de sus célutas diana, La clonación del primer 
receptor para un míembro de la família de los TGF-/L puso de manifiesto que es 
el modelo de una família específica de receptores con un domínio proteína- 
serina/treonina quinasa. Desde entonces, los receptores encontrados para 
otros miembros de ía família de los TGF-/Í íambián han resultado ser proteína- 
serina/treonina quinasas. La unión del ligando a estos receptores provoca la 
asociación de dos cadenas polipeptídicas dŕstintas, codificadas por miembros 
distintos de la família de los receptores de TGF-/L dando lugar a heterodímeros 
en los que los receptores con actividad quinasa se fosforilan mutuamente de 
manera cruzada. Entonces, los receptores de TGF-/Í actívados fosforilan a los 
miembros de una família de factores de transcripción denominados SMADs, los 
cuales se translocan al núcleo y activan la expresión de los genes diana. 

Algunos ligandos peptídicos se unen a receptores cuyos domínios cifosóli- 
cos tienen actividad guanilato ciclasa, calalizando la formación de GMP ciclico. 
Como ya se dijo anteriormente, el óxido nítrico también activa la guanilato cicla¬ 
sa, pero la diana del óxido nítrico es una enzima intracelular en vez de un recep¬ 
tor transmembrana. Los receptores guanilato ciclasa tienen un dominío extra- 
celular de unión al ligando, una única hélice 2 transmembrana, y un dominio 
citosólico con actividad catalŕtica. La unión al ligando estimula la actividad cata- 
lítíca, dando lugar a la formación de GMP ciclico —un segundo mensajero cu¬ 
yos efectos en el interíor de la célula se discutirán en la próxima sección de ešte 
capítulo. 

Otros receptores se unen a proteínas citoplasmáticas con actividad bioquí- 
mica diferente. Por ejemplo, la citoquina faetor de necrosis tumoral (INF) indu- 
ce la muerte celular, quizás (como se verá posteriormente en ešte capítulo) 
como un mecanismo de eliminar de los tejidos células excedentes o detenora- 
das, Los receptores del TNF y de otras moléculas relacionadas. senalizadoras 
de muerte celular, se asocían a proteasas específicas, que son activadas en 
respuesta a la unión del ligando. La activación de estas proteasas asociadas a 
receptor díspara Ja activación de proteasas posteriores, lo que líeva T en última 
inštancia, a la degradación de varios tipos de proteínas intraeelulares y a la 
muerte de la célula 

Vías de transducción intracelular de seňales 

La mayoría de los receptores de superficie celular actívan enzimas diana intra- 
celulares, las cuales pueden estar, blen unidas directamente a los receptores, o 
bien asociadas a ellos a través de proteínas G. Estas enzimas intraeelulares 
sirven como elementos que transmiten la seňal hacia lugares posteriores en el 
interior celular, propagande y amplificando la senal iniciada por la unión del 
ligando. En la mayoría de los casos, una cascada de reacciones transmite la 
senal desde la superficie celular hasta diversas dianas intraeelulares - un proce- 
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so denominado transducción intracelular de seňales. Las dianas de estas 
vías de seňalización suelen ser factores de transcripción cuya funciôn es regu- 
lar la transcripción génica. Por tanto, los mecanismos de seňalización intracelu¬ 
lar conectan la superficie celular con el núcleo, dando íugar a variaciones en la 
expresión génica como respuesta a los estímulos extracelulares. 


Figúra 13,18 

Síntesis y degradaeíón del AMRc. EI 

AMR cíclico se sintetiza a partir del ATP 
por la adenilato cŕclasa y es degradado a 
AMR por la AMPc fosfodiesterasa. 


Via del AMPc ; segundos mensajero s y fosforilación de proteínas 

La seňalización intracelular se puso de manifiesto por primera vez al estudiar la 
acción de hormonas tales como la epinefrina, que causa la hidrólisis del glucó- 
genoa glucosa previa a la actividad muscular. En 1958, Earl Sutherland descu- 
brió que la acción de la epinefrina era mediada por un aumento en la concentra- 
ción intracelular de AMP cíclico (AMPc), lo que llevó a la idea de que el AMPc 
es un segundo mensajero de la seňalización hormonal (siendo la hormona el 
primer mensajero). El AMPc se forma a partir del ATP por la acción de ia adeni¬ 
lato ciclasa y es degradado a AMP por la AMPc fosfodiesterasa (Fig. 13.18). 
Como ya se seňaló anteriormente, el receptor de la epinefrina está asociado 
a la adenilato ciclasa vía una proteína G que esfimula su actividad enzimáti- 
ca, dando luqar al aumento de la concentradón intracelular de AMPc (véase 
Fig. 13.11). 

Entonces, ^cónno senaliza el AMPc la rotura del glucógeno? Éste y la mayo- 
ría de los efectos del AMPc en la célula animal son mediados por ta acción de la 
proíeŕna quinasa dependiente de AMPc o proteína quinasa A, una enzima 
descubierta por Donafd Walsh y Ed Krebs en 1968. La forma inactiva de la 
proteína quinasa A es un tetrámero constituido por dos subunidadescataiíticas 
y dos subunidades reguladoras (Fig. 13.19). El AMP cíclico se une a las subuni- 
dades reguladoras provocando su dísociación de las subunidades catalíticas. 
Las subunidades catalíticas fibres son enzimáticamente actívas y son capaces 
de fosforilar residuos de serína de sus proteínas diana. 

En la regulación del metabolismo del glucógeno, la proteína quinasa A fosfo- 
ríla a dos proteínas diana (Fig. 13.20). La primera es otra proteína quinasa, la 
fosforilasa quinasa, que es fosforilada y activada por ta proteína quinasa A La 
fosforilasa quinasa, a su vez, fosforíla y activa a la glucógeno fosforilasa, que 
cataliza la rotura del glucógeno a glucosa-1-fosfato. Además Ť la proteína quina¬ 
sa A fosforíla la enzima glucógeno sintetasa, que cataliza la síntesis de glucóge¬ 
no. En ešte caso, la fosforilación inhĺbe ta actividad enzimática. Por lo tanto, el 
incremento del AMPc y ta activación de la proteína quinasa A bloquea la sínte- 
sís de glucógeno a la vez que activa su hidrólisis. 

La cadena de reacciones que conduce desde el receptor de la epinefrina has- 
ta la glucógeno fosforilasa proporciona un buen ejemplo de la amplificación de la 

Figúra 13,19 

Regulación de la proteína quinasa A, La forma inactiva de la proteína quinasa A está 
co n štítu í da por dos subunidades reguladoras (R) y por dos subunidadescataiíticas (C). La 
unión del AMPc a las subunidades reguladoras induce un cambio conformacional que 
lleva a la dísociación de las subunidades catalíticas, de lo que resulta la activación enzi- 
mática de éstas. 
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Figúra 13.20 

Regulación del metabolismo del glucó- 
geno por la proteína quinasa A. La pro¬ 
teína quinasa A íosforíla a la glucógeno 
sintetasa y a la fosforilasa quinasa. E s ta 
fosforilación inhibe a la glucógeno sinteta- 
sa (que catalíza la síntests de glucógeno), 
mientras que activa a la fosforilasa quina¬ 
sa, Entonces, la fosforilasa quinasa fosfo- 
rila y activa a la glucógeno fosforilasa, que 
čata I [za la rotu rade! glucógeno a glucosa- 
1-f ostalo. 


seňal durante la transducción de seňales intracelular. Cada molécula de epinefri- 
na activa un unico receptor. Sin embargo, cada receptor puede activa r hasta cien 
moléculas de G s . Cada molécula de activa a la adenílato ciclasa, que cataliza 
la síntesis de muchas moléculas de AMPc. La seňal continúa amplificándose 
puesto que cada molécula de proteína quinasa A fosforila muchas moléculas de 
fosforilasa quinasa, que T a su vez, fosforilan muchas moléculas de glucógeno 
fosforilasa. Por lo tanto, la uníón de la hormona a un pequeňo numero de recepte- 
res da íugar a la actívación de un numero m ucho mayor de enzimas diana intrace- 
lulares. 

En muchas células animales, el aumento del AMPc activa la transcripción de 
unos genes diana específicos que contienen una secuencia reguladora denomi- 
nada elemente de respuesta a AMPc, o CRE (Fíg. 13,21). En ešte caso, la 
seňal desde el citoplasma al núcleo la lleva la subunidad catalítíca de la proteína 
quinasa A, que es capaz de entrar en el núcleo tras su desacoplamiento de la 
subunidad reguladora. En el núcleo, la proteína quinasa A fosforila a un factor 
de transcripción denominado CREB (de proteína de uníón a CRE), to que activa 
los genes inducidos por AMPc. Ešte tipo de regulación de la expresíón génica 
por el AMPc desempeňa un papel importante en el control de la prolíferación, la 
supervivencia y la diferencíación de diversos tipos de células animales. 

Es importante seňalar que las proteína quinasas, como !a proteína quinasa 
A P no actuan de manera aislada en la célula. Por el contrarío, la fosforilación de 
las proteínas es revertida rápidamente por la acción de las proteína fosfatasas, 
Algunas proteína fosfatasas son receptores de membrána, como se dijo en la 
sección anterior. Otras son enzimas citosólicas que quitan grupos fosfato de 
restos fosforílados de tirosina o de serina/treonina de sus proteínas sustrato. 
Estas proteína tosfatasas sirven para finalizar la respuesta iniciada por la acti- 
vacíón de las proteína quinasas mediada por receptor. Por ejemplo, los resi- 
duos de serina de las proteínas fosfonlados por la proteína quinasa A, suelen 











C a p í t u I o 13 • Seňalización celular • 561 


Figúra 13.21 

Ex preši ón de (os g en es indueidos por AMPc. La subunidad catalítica libre de la proteína 
quinasa A se transioca al núcleo y fosforifa ai factorde transcripdón CREB (proteína de unión 
a CRE), lo que conduce a f a expres i on de los genes indueidos por AMPc. 


ser desfosforilados por la acción de u na fosfa!asa denominada proteína fosfata- 
sa 1 (Fíg. 13,22). Por fo tanto, el grado de fosforilación que presentan los sustra- 
tos de la proteína quinasa A (como la foslorilasa quinasa y el CREB) depende 
del equilibrio entre la actividad intracelular de la proteína quinasa A y de las 
proteína fosfatasas. 

Aunque la mayor parte de los efectos dal AMPc estän mediados por la pro¬ 
teŕna quinasa A, el AMPc también puede regulardírectamente canales iónicos, 
independíentemente de ia fosforilación de las proteínas. El AMP cíclico funciO' 
na de esta manera como un segundo mensajero en la detección de olores, 
Muchos de los receptores de las moléculas olorosas en las neuronas sensoria- 
les de la nariz son receptores asociados a proteínas G que estimulan a fa adeni- 
lato ciclasa, lo que genera un aumento del AMPc intracelular. En vez de activar 
a la proteína quinasa A, el AMPc en ešte sistema provoca ta apertura de los 
canales de Na 1 en la membrána plasmática, lo que da lugar a Ja despolarizacion 
de la membrána y a la generación de un impuiso nervioso. 

GMP cíclico 

El GMP cíclico (GMPc) también es un segundo mensajero importante en las 
células animales, aunque su papel no está tan blen caracterízado como eí del 
AMPc, El GMP cíclico se sintetíza a partir del GTP por la guanilato ciclasa y es 
degradado a GMP por una fosfodiesterasa. Como ya se trató aníeriormente en 
ešte Capítulo, tanto el óxído nítrico como determinados lígandos peptŕdicos acti- 
van díferentes tipos de guanifato cicfasas. La activación de las guanilato cicta- 
sas aumenta el nivel del GMPc, el cual interviene como mediador de respuestas 
biológicas, como ŕ por ejemplo, la vasodifatación. El GMPc ejerce su función a 
través de una proteŕna quinasa dependiente de GMPc, aunque también puede 
actuar sobre otras dianas, como por ejemplo canales iónicos. 

En el ojo de los vertebrados es donde está mejor caracterizada la acción del 
GMPc, donde actúa como el segundo mensajero responsable de converlir tas 
senales visuales recíbidas en forma de luz en impulsos nerviosos, El fotorrecep- 
tor en los bastones de la retina es un receptor asociado a una proteína G denomi- 
nado rodopsina (Fíg, 13,23). La rodopsina se activa por la absorcíón de luz por 
parte de la pequeňa molécula asociada 11-c/s-retinat, la cual se ísomeríza a 
todo-ŕrans-retínal, lo que induee un cambio conformacional en fa proteína rodop¬ 
sina. Entonces, la rodopsina activa a la proteína G transducina, y la subunidad ot 
de la transducina activa a la GMPc fosfodiesterasa, lo que lleva a que dismínuya 
el nive! Intracelular de GMPc. Esta variación del nivel de GMPc en los bastones 
se traduce en un impuiso nervioso debido a la acción del GMPc sobre los canales 







Figúra 13.22 

ReguJación de (a fosforilación de pro- 
teŕnas por ia proteína qumasa A y por 
la proteína fosfatasa 1. La fosforilación 
de proteínas diana por la proteína quinasa 
A es revertida por la acción de la proteína 
fosfatasa 1. 
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Figúra 13.23 

Papel del GMPc en la fotorrecepción. 

La absorción de luz por parte del retinal 
activa al receptor asociado a la p rote í na G 
rodopsina. Entonces, la subunidad y de la 
transducina activa a la GMPc fosfodieste- 
rasa, lo que lleva a que disminuya el nivel 
intracelular de GMPc, 
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iónicos de la membrána, de manera similar a la acción del AMPc en la detección 
de los olores. 


Fosfolípidos y Ca 2+ 


Figúra 13.24 

Hidrólisis del PIP 2 . La fosfolipasa C 
(PLC) cataliza la hidrólisis deľ fosfatidil 
inositol 4,5-bifosfato dando lugar al diacil- 
glícerol (DAG) y al inositol trífosfato (IP 3 ). 
El diacilglicerol activa a miembros de la fa- 
milía de la proteína quinasa C, y el IRj in- 
duce la liberación del Ca 2+ de los reservo- 
rios intracelulares 


Una de las vlas de seňalízación intracelular más generaJízadas se basa en la 
utílizadón de segundos mensajeros derivados del fosfofípído de membrána fos¬ 
fatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP 2 ). El PIP^ es un componente minoritano de la 
membrána plasmátíca. que se localiza en la čara interná de la bicapa fosfolipídica 
(véase Fig. 12.2). Díversidad de hormonas y factores de crecimiento inducen la 
hidrólisis del PIP 2 por la fosfolipasa C —una reacción que da lugar a dos segun¬ 
dos mensajeros diferentes, el diacilglicerol y el inositol 1,4,5-trifosfato (IP 3 ) 
(Fig, 13.24}—. El diacilglicerol y el IP 3 activan vías de seňalización intracelular dife¬ 
rentes (a la proteína quinasa C y la movilización del Ca 2 \ respectivamente), por lo 
que la hidrólisis de! PIP 2 dispara una doble cascada de seňales intracelulares. 

Hay que destacar que la hidrólisis del PIP P es activada posteriormente 
( downstream ) a los receptores acoplados a las proteínas G y a Jas proteína- 
tirosina quinasas. Esto se debe a que una isoforma de la fosfolipasa C (PLC-//) 
es activada por las proteínas G T mientras que otra (PLC-; ) contíene domínios 
SH2 responsables de su asociación con receptores proteína-tirosina quinasas 
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activados (Fig. 13.25). Esta interacción es la responsable de la localización de 
la PLC-y próxima a la membrána plasmática, asi como de la fosforilación de sus 
tirosinas, lo que aumenta su actividad catalítica. 

E! diacilglicerok que se genera por la hidrólisis del P\P 2 activa a proteína- 
serina^treonina quinasas pertenecientes a la família de la proteína quinasa C, 
muchas de las cuales desempeňan un papel ímportante en el controi del creci- 
míento y de la diferenciación celular. Un buen ejemplo de ešte papel de la pro- 
teína quinasa C lo proporciona la acción de los ésteres de forbol (Fig. 13.26), 
que han sido muy estudiados porque inducen el desarrollo de tumores en ani- 
males. Esta actividad inductora de tumores por parte de los ésteres de forbol se 
basa en su capacidad para activar la proteína quinasa C, actuando como análo- 
gos del diacilglicerol. Entonces, la proteína quinasa C activa otras díanas intra- 
celulares, entre las que se incluye una cascada de proteína quinasas conocida 
como la vía de las MAR quinasas (que se tratará en detaile en la sección si- 
guiente), que conduce a la fosforilación de factores de transcripción, a variacio- 
nes en la expresión génica, y a la esťímulaclón de la proliferación celular. 

Mientras que el diacilglicerol permanece asocíado a la membrána plasmáti- 
ca, el otro segundo mensajero producído por la ruptura del PIP 2t el IP 3 , es una 
pequeňa molécula polar que es liberada al citosol, donde interviene induciendo 
la liberacíon de Ca 2 ' de los reservorios intracelutares (Fig. 13.27). Como se 
seňaló en el Capítulo 12, laconcentración de Ca 24 se mantieneen niveles extre- 
madamente bajos (aprox. 0,1 ;iM) debidoa la acción de las bombas de Cď' que 
expulsan el Ca 2+ del interíor celular por transporte activo. El Cá ?+ no sólo se 
bombea a través de la membrána plasmática, sino lambién al retículo endoplás- 
mico r sírviendo así r éste, como un reservorio intracelular de Ga 2+ . El \P 3 libera el 
Ca 2 * del retŕcuŕo endoplásmico mediante su unión a receptores que son canales 
de Ca 2 * regulados por lígando. Debído a esto, los niveles de Ca 24 citosólico 
aumentan hasta cerca de 1 11 M, lo que afecta a la actividad de diversas proteí- 
nas diana, incluyendo proteína quinasas y fosfatasas, Por ejemplo, algunos 
miembros de la família de la proteína quinasa C requieren Ca 24 asi como diacil- 


Figura 13.26 

Estructura de un éster de forbol. Los ésteres de forbol activen a la proteína quinasa C 
actuando como analogos del diacilglicerol 


Figúra 13.25 

Activación de la fosfolipasa C por pro- 
teína-tirosina quinasas. La fosfolipasa 
C-; (PLC-y) se une al receptor proteína-ti- 
rosina quinasa activado a través de su do- 
minlo SH2. La fosforilación de las tirosinas 
aumenta la actividad de la PLC-y, lo que 
estimufa la hidrólisis del PIP 2 , 
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Figúra 13,27 

Movilización dei Ca 24 mediada por el IP 3 . EI Ca 2 ' es bombeado desde el citosol al reti- 
culo endoplásmico. ei cual sírve como un reservorio de Ca 24 intracelular. El 1P 3 se une a 
receptores en la membrána del retículo endoplásmico que son canales de Ca ?+ regulados 
por ligando, por ío que permite el flujo del Ca 2, al citosol. 
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glicerol para su activación, por lo que estas proteína quinasas son reguladas 
por ambas ramas de la vía de seňalización del PIP 2 , En la mayoria de !as célu- 
las, el incremento transitorio de Ca 24 intracelular resultante de la producción de 
JP, desencadena un incremento más mantenido causado por la entrada de Ca 2, 
extracelular a través de canales presentes en la membrána plasmática. Esta 
entrada de Ca 24 del exterior de la célula sirve para prolongar Sa seňaf inicíada 
por la liberación de Ca 2+ del retículo endoplásmico y para permitir rellenar las 
reservas de Ca 2 ^ del retículo endoplásmico. 

Muehos de los efectos del Ca 2+ estän medidos por la proteína de unión del 
Ca 3i calmociulina, que se activa por la unión de! Ca 2+ cuando la concentración 
del Ca 24 cítosólico aumenta hasta aproximadamente 0,5 (Fíg. 13.28). Entorv 
ces, la Ca 2 7caÍmodulina se une a diversas proteŕnas diana* tncluyendo las pro¬ 
teína quinasas, Un ejemplo de estas proteína quinasas dependientes de 
Ca 2+ /calmodulina es la quinasa de la cedená ligera de la miosina, que induce la 
contracción actina-miosina mediante lafosforiíacíón de una de las cadenas lige- 
ras d e la miosina (véase Fig. 11.29). Otras proteína quinasas que son activadas 
por la Ca 2 Vcalmodul»na incluyen a miembros de la família de las quinasas 
CaM, que fosforilan a distintos tipos de proteínas, entre las que se incluyen 
enzimas metabóíicas, canales iónicos y factores de transcripción. Una de las 
formas de quinasa CaM abunda especialmente en el sisíema nervioso, donde 
regula la síntesis y la liberación de neurotransmisores. Además, las quinasas 
CaM regulan la expresión génica a través de la fosforilación de factores de 
transcripción. Es interesante seňalar que uno de los factores de transcripción 
fosforilados por la quinasa CaM es el CREB, que (como ya se indicó anteríor- 
meňte) es fosforilado en el mísmo sitio por la proteína quinasa A. Esta fosfor! la- 
ción del CREB ilustra una de las múltipies interacciones entre las víasde seňali- 
zación del Ca 2 ' y del AMPc Otros ejemplos serían la regulación de las adenilato 
ciclasas y de las fosfodiesterasas por la Ca 2+ /calmodulina, la regulación de los 
canales de Ca 2+ por el AMPc, y la fosforilación de determinadas proteínas diana 
tanto por la proteína quinasa A como por quinasas dependientes de Ca 2 7caL 
modulina. Por lo tanto, las vías de seňalización del Ca 24 y del AMPc funcionan 
de manera coordinada en la regulación de muititud de respuestas ceiulares. 

La entrada de Ca 2+ extracelular es particularmente importante en las células 
nerviosas y musculares eléctricamente excitables, en las que los canales de 
Ca 2 ' regulados por voltaje de la membráne plasmática se abren debido a la 
despolarízacíón de la membrána (Fig. 13.29). El incremento de Ca 2+ resultante 
dispara, a su vez, la liberación de Ca 2+ de los depósitos ŕntracelulares, mediante 
la activación de canales de Ca 24 diferentes denominados receptores de riano- 
dina. En las neuronas, uno de los efectos del aumento del Ca 24 intracelular es 
activar la liberación de los neurotransmisores, por lo que ef Ca 2 ' desempeňa u n 
papel fundamental en la conversión de seňales eléctricas a seňaíes químicas 
en e! sistema nervioso. En las células musculares, el Ca 24 se acumula en el 
retículo sarcoplásmico, de donde se libera a partir de la apertura de los recepto- 
res de rianodína en respuesfa a la variacäón en el potenciál de membrána. La 


Figúra 13,28 

Función de la calmodulina. La calmodulina es una proteína con forma de mancuerna, 
con cuatro sitios de unión al Ca 24 \ El complejo actívo Ca 2 7calmodulina se une a diversas 
proteínas diana, incluyen do a proteína quinasas dependientes d e Ca 2 7calmoduíina. 
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Figúra 13.29 

Regulación del Ca^ íntracelular en tas células eléctricamente excitables. La despola- 
rizacíón de la membrána provoca la apertura de los canales de Ga ŕ+ regulados po r voltaje 
de la membrána plasmática, lo que s u po ne el flujo de Ga 2+ desde el fluido extracelular. El 
incremento de Ca 2 ' intracelular resultante activa la ul tenor liberadón de Ca 2+ de los depósi- 
tos intracelulares mediante la apertura de otros canates de Ca 2 ' diferentes (receptores de 
rianodina} en la membrána del retículo endopiásmruco. En las células musculares, la aper¬ 
tura de los receptores de rianodina del retículo sarcoplásmico puede tener lugar directa- 
mente, en respuesta a la despolarizadón de la membráne. 


liberación del Cá ?+ acumulada supone un gran íncremento del Ca 2+ cítosólico, lo 
que dispara la contracción muscular {véase Cap. 11). Por lo tanto, tas células 
uttlizan diversos mecanismos para regular los niveles de Ca 2+ intracelular, lo 
que haee del Ca 2+ un segundo mensajero muy versátil que controla un amplio 
rango de procesos celuíares. 

El PIP 2 no sirve solo como una fuente de díacilgltcerol y de IP 3 , síno que 
también es et punto de partida de una segunda vía diferente de segundos men- 
sajeros que desempeňa un pape! dave en la regulación de la supervivencia 
celular. En esta vía, el PIP 2 es fosforilado en el sitio 3 del inositol por ta enzima 
fosfatidilínosŕtido (PI) 3-quinasa (Fig. 13.30). Al igual que la fosfolipasa C t 
una isoforma de la PI 3-quinasa es activada por proteínas G, mientras que una 
segunda forma tiene dominios SH2 y es activada mediante la asocíación a recep^ 
tores proteínadirosina quinasas. La fosforilación del PIP 2 da lugar al fosfatidíli- 
nositol 3A5 trifosfato (PÍP 3 ), que actua como un segundo mensajero diferente. 
Una diana importante del PIP 3 , que es fundamental en la seňalización de la super¬ 
vivencia celular, es una proteína-serina/treonina quinasa denominada Akt, E! 
PIP 3 se une a un dominio de la Akt denominado dominio de homología a pleckstrL 
na (Fig. 13.31). Mediante esta interacción, la Akt se sitúa en la čara interná de la 
membrána plasmátíca, donde se fosforiJa y se activa por otras proteína quinasas 
(denominadas PDKs) que también tienen dominios de homología a pleckstrina y 
unen PIP 3 . Por lo lanto, la formación del PIP 3 trae como resultado la asociación de 
Akt y PDKs con la membrána pfasmática, lo que lleva a la fosforilación y activa- 
ción de la Akt. Una vez activada, la Akt fosforila a proteínas diana, entre las que 
se encuentran proteínas reguladoras de la supervivencia celular, facíores de 
transcripcíón, y otras proteína quinasas 


Ras, Raf 1 / v í a de las MAP íjuinasas 

La vía de las MAP quinasas se refiere a una cascada de proteína quinasas 
que está altamente conservada en la evolución y desempeňa un pape! centrál 
en la transducción de seňales en todas las células eucariotas, desde las levadu- 
ras hasta el ser humano, Los elementos centrales de esta vía son una família de 
proteína-serina/treonina quinasas denominadas quinasas MAP (de proteína 
quinasas actívadas por mitógenos) que se activan en respuesta a diversos fac- 
tores de crecimiento y a otras moléculas seňal. En las !evaduras Ť las vías de las 
quinasas MAP controlan diversas respuestas celulares T entre las que se inciu- 
yen el apareamiento, la forma celular y la esporulación. En los eucariotas supe- 
riores (incluyendo C.eíegans , Drosophifa , ranas y mamíferos) las quinasas 
MAP son reguladores ubícuos del crecimiento y de la diferencíación celular 
Las formas mejor caractenzadas de las quinasas MAP en las células de 
mamíferos pertenecen a la famiíia de las ERK (quinasas neguiadas por seňales 


Figúra 13.30 

Actividad de la PI 3-quinasa. La PI 3-quinasa fosforila la posición 3 del inositol, convir- 
tiendo el PlP y en PIP 3 . 
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Figúra 13.3í 

Activación de la proteína quinasa Akt. 

La Akt se asocia a la membrána plasmáti- 
ca a través de la unión al PíP ;j mediante su 
dominio de homología a pleckstrina (PH). 
Entonces. es activada debido a la fosfor!* 
lación por otra proteína quinasa (PDK) 
que tambián une PIP 3 . 



Dominio PH 


Dominio 


extracelulares). La activación de ERK desempeňa un papel centrál en la seňali- 
zación de la proliferación celular inducida por factores de crecimiento que ac- 
túan a través de proteína-tírosína quinasas o de receptores asociados a proteí- 
nas G. La proteína quinasa G también puede activar la vía ERK r lo que 
contribuye a la esttmulación de la proliferación celular inducida por los promoto- 
res tumorales de ésteres de forboL Además, tanto la vía del Ca 2 ' como la del 
AMPc interaccionan con la seňalizacíón mediante ERK t bien activando o bien 
inhibiendo la vía de ERK en función del tipo celular 

La activación de ERK tiene lugar a través de dos proteína quinasas anterio- 
res que están asociadas a receptores de factores de crecímiento mediante u na 
proteína de unión a GTP denominada Ras (Fig. 13.32). La activación de Ras 
provoca la activación de la proteína-senna/treonína quinasa Raf, la cual fosfori- 
la y activa una segunda proteína quinasa denominada MEK (de MAP quina- 
sa/ERK quinasa). MEK es una proteína quinasa con especificidad doble. que 
activa a miembros de la familia ERK fosforilando tanto resíduos de treonina 
como de tírosina separados por un aminoácido (p. ej M treonina-183 y tirosina- 
185 de ERK2). Una vez activada, ERK fosforila díversidad de dianas, incluyen- 
do otras proteína quinasas y factores de transcripción. 

El papel centrál de la vía de la ERK en las celu Jas de mam if e ros se descubrió 
a partir de los estudios acerca de las proteínas Ras, que se identifícaron por 
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primera vez como proteínas oncogénicas de virus tumorales que causaban sar- 
comas en ratas (de ahí el nombre Ras. de virus de sarcoma de ra tas). El interés 
acerca de Ras creció considerablemente en 1982, cuando se implicaron por pri¬ 
mera vez las mutaciones en el gen ras con el desarrolio de cánceres humanos (lo 
que se tratará en el Cap. 15). La importancia de Ras en la seňalización intracelu- 
lar se puso de manifiesto mediante experimentos en los que se mostraba que la 
microinyección de la proteína Ras activa inducía la proliferación de las células sa- 
nas de mamíferos. Por otro lado, la interferencia con la función de Ras, bien por la 
microinyección de anticuerpos anti-Ras, o bien por la expresión de un mutante Ras 
negativo dominante, bloqueaba la proliferación eelular inducida por facfores de cre- 
cimiento. Asi, Ras no es solamente capaz de inducir el crecimiento anormal carac- 
terístico de las células cancerosas, sino que parece ser que se requiere en la res- 
puesta de las células normales a la estimulación por los factores de crecimiento. 

Las proteínas Ras son proteínas de uníón de nueleótidos de guanina que 
funcionan de manera análoga a las subunidades y. de las proteínas G, alternan- 
do entre la forma activa unida al GTP y la forma inactiva unida al GDP (Fig. 
13.33). Sin embargo, a diferencia de las subunidades a de las proteínas G, Ras 
actúa como un monómero en vez de unirse a las subunidades fi-;. La activación 
de Ras está mediada por factores de intercambio de nueleótidos de guani¬ 
na. que inducen ta liberación dei GDP unido y su intercambio por el GTP. El 
complejo Ras-GTP se inactiva por la hidrólisis del GTP, estimulada por la inte- 
racción de Ras-GTP con proteínas activadoras de la GTPasa. Es interesante 
destacar que las mutaciones de los genes ras en los cánceres humanos, tienen 
como efecto la inhibición de la hidrólisis del GTP por las proteínas Ras. Por lo 
tanto, estas proteínas Ras mutantes permanecen continuamente en la forma 
activa unida al GTP, dando lugar a la proliferación íncontrolada de las células 
cancerosas aun en ausencia de la estimulación por factores de crecimiento. 

Las proteínas Ras son proteínas tipo de una gran família de. aproximada- 
mente, 50 proteínas reíacionadas, denominadas proteínas pequeňas de 
unión a GTP, porque el tamaňo de Ras y de las otras proteínas es la mitad que 
el de la subunidad a de las proteínas G, Mientras que las proteínas Ras regulan 


Figúra 13,32 

Activación de las quinasas MAP ERK* 

La estimulación de ios receptores de fac¬ 
tores de crecimiento activa la pequena 
proteína de uníón a GTP Ras, que interac- 
ciona con la proteína quinasa RaL Raf 
fosforíía y activa a MEK, una proteína qut- 
naša con doble especificidad. la cual acti¬ 
va a ERK fosforilándola tanto en residuos 
de treonina como de tirosina (Thr-183 y 
Tyr-185), Entonces, ERKŤosforifa a diver- 
sidad de proteínas citoplasmáticas y nu- 
cleares. 
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Figúra 13.33 

Regutación de tas proteŕnas Ras, La s 

proteŕnas Ras alternan entre los estados 
inactivo, unidasal GDP, y activo, unidasal 
GTP. 
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Ras se convierte en la forma activa 
unída al GTP mediante el intercambio 
del GTP por el GDP, el cual to 
inducen los factores d e intercambio 
de nucteótidos de guanina (GEFs). 


Ras se inactíva mediante la hidróiísis del 
GTP, que es indueida por las proteínas 
activadoras de la GTPasa (GAPs). 


el crecímiento y la dtferenciación celular, las otras subfamilias de proteínas pe- 
queňas de unión a GTP controían otras actividades celulares. Por ejemplo, la 
mayor subfamilía de proteínas pequeňas de unión a GTP (las proteínas Rab) 
regulan ef tráfico de vesículas, como se vio en el Capítulo 9, Otras proteínas 
pequeňas de uníón a GTP están involucradas en el transporte de proteínas al 
nucleo (la proteína Ran mencionada en el Cap, 8) y en la organización del ci- 
toesqueleto (la subfamilía Rho, como se verá más adelante en ešte Capítulo). 

El mecanismo de activación de Ras mejor comprendtdo es el mediado por 
los receptores proteínaTirosina quínasas (Fig. 13,34). La autotosforilación de 
estos receptores hace que se asocien con factores de intercambio de nucleoti- 
dos de guanina de Ras, a través de proteínas con dominios SH2. Un ejemplo 
bíen caracterizado lo proporciona el factor de intercambio de nucleótidos de gua^ 
nína Sos, que se une a la proteína Grb2 en eí citosol de las células no estimula- 
das, a través del dominio SH2 de esta últíma. La fosforilacíón de las tirosínas de 
los receptores (o de otras proteŕnas asodadas a los receptores) genera un sitio 
de unión para los dominios SH2 de las proteínas Grb2. La unión de Grb2 con el 
receptor activado, coloca a Sos en la membrána plasmática, donde interacciona 
con las proteínas Ras, que están unidas a la čara interná de la membrána a 
través de fípidos unidos al C terminál de Ras (véase Fig. 12.10), Sos, entonces, 
induce el intercambio de nucleótidos de guanina, lo que genera el complejo activo 
Ras-GTP, En la forma activa unída a GTP, Ras interacciona con varias proteínas 
efectoras, entre las que se encuentra la proteína-serina/treonina quinasa Raf. 
Esta interacción con Ras hace que Raf pase de estar situado en el citosol a 
localizarse en la membrána plasmática, donde es activada mediante la fosforila¬ 
cíón por parte de proteína-tirosina y proteína-serina/treonina quínasas. 

Como ya se indicó, la activación de Raf inicia una cascada de proteína quF 
nasas que conduce a la activación de ERK, ERK, entonces, fosfohla a diversas 
proteínas diana incluyendo a otras proteína quínasas. Fundamentalmente, una 
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d e c reči m i ento 


r~r~ 


Grb2 


fracción de las ERK activadas se transloca al núcleo donde regula a los factores 
de transcripción mediante fosforilación (Fig. 13.35). En cuanto a esto, es tmpor- 
tante seňalar que, una primera respuesta a la estimulación por factores de cre- 
cimiento es la inducdón rápida de la transcripción de una familia de, aproxima- 
damente, 100 genes denomtnados genes tempranos ínmediatos. La 
inducdón de determinados genes tempranos inmediatos está mediada por una 
secuencia reguladora, denomínada elemente de respuesta al suero (SRE) t 
que es reconocida por un complejo de factores de transcripción entre los que se 
incluye el factor de respuesta al suero (SRF) y Elk-1 . ERK fosforila y activa a 
Elk-1, lo que proporciona un enlace directo entre ía familia ERK de quinasas 
MAP y la inducdón de genes tempranos inmediatos. Muchos genes tempranos 
inmediatos codífican factores de transcripción, por lo que su inducción en res¬ 
puesta a factores de crecimiento aitera la expresión de otra batéria de genes 
posteriores, dando iugar a un nuevo programa de expresión génica. 

Tanto las levaduras como las células de mamŕfero tienen múltiples vías de 
quinasas MAP que controlan respuestas celulares distintas. Cada cascada está 
constituida por tres proteína quinasas: una quinasa MAP terminál y dos quina¬ 
sas anteriores (análogas a Raf y MEK) que regulan su actividad. En !a levadura 
S, cerevisiae, son cinco las cascadas diferentes de quinasas MAP que regulan 
el apareamiento, la esporulación, la generaciónde filamentos, el remodeladode 
la pared celular y la respuesta a una elevada osmolaridad. En ias células de 
mamíferos se han identiflcado al menos cinco quinasas MAP. Además de íos 
miembros de la familia ERK, se difereneian las quinasas MAP JNK y p38 que se 
actívan preťerentemente en respuesta a las citoquinas inflamatorias y al estrés 
celular (p. ej. Ť la radiación ultravioleta) (Fig. 13.36), Míentras que la seňaiización 
por ERK conduce principalmente a la supervivencia, diferenciación o prolifera- 
ción celular, ias vías de las quinasas MAP JNK y p38 llevan a la inflamación y a 
la muerte celular. Al igual que ERK, las MAP quinasas JNK y p38 pueden trans- 
locarse al núcleo y fosforilar factores de transcripción que regulan la expresión 
génica. Por lo tanto, en todos los tipos de células eucariotas actúan múltiples 


Figúra 13,35 

Inducción de los genes tempranos inmediatos por ERK, La ERK activada se translo¬ 
ca al núcleo, donde fosforila al factor de transcripción Elk-1. Eik-1 se u ne al eiemento de 
respuesta al suero (SRE) formando un complejo con el factor de respuesta al suero 
(SRF). La fosforitación estimula la actividad de Elk-1 como actívador de la transcripción, 
induciendo a los genes tempranos inmediatos. 


Figúra 13,34 

Actívación de Ras posterior ( down- 
stream ) a los receptores proteína-tiro- 
sina quinasas. EJ complejo formado por 
Grb2 y el factor de íntercambio de nucleó- 
tidos de guanína Sos, se une a una se¬ 
cuencia de fosfotirosinas en el receptor, a 
través del dominio SH2 de Grb2. Esta in- 
teracción lleva a Sos a la membrána plas- 
mática, donde inducirá el intercambio de 
GDP/GTP en Ras. Entonces, el complejo 
Ras-GTP activo se unirá a la proteína qui- 
naša Raf, 
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Figúra 13 36 

Vías de activación de las quinasas 
MAPen las células de mamíferos. Ade- 

más de É R K, las células de mamiferos 
poseen las quinasas MAR JNK y p38. La 
activación de JNK y de p38 está mediada 
por cascadas de proteína quinasas para- 
íelas a las responsables de la activación 
de ERK, Las cascadas de proteína quina¬ 
sas que conducen a la activación de JNK 
y p38 parece que so n activadas preferen- 
temente por las citoquinas y el estrés ce¬ 
lular, y conducen, en generál, a la inflama- 
ción o a la muerte celular. 



vías de quinasas MAP que controlan las respuestas celulares a las diversas 
seňales ambientales. 

La especificidad de la seňalización de las MAP quinasas se mantíene, al 
menos en parte, gracias a la organización de los componentes de cada cascada 
de MAP quinasas en complejos que están asociados con proteínas scaffold 
(andamío, en inglés). Por ejemplo, la proteína scaffold JIP-1 organiza a la MAP 
quinasa JNK y sus activadores MLK y MKK7 en un complejo de seňalización 
(Fig 13.37). Como resultado de la asociación específica de estas proteínas 
quinasa sobre JIP-1, la activación de MLK por un estímulo da lugar a la activa¬ 
ción específica y eficaz de MKK7, que a su vez activa a JNK. Diferentes proteL 
nas scaffold están implícadas no sólo en la organización de otros complejos de 
seňalización de MAP quinasas, sino también en la asociación de otras molécu- 
las senalizadoras con sus receptores La asociación física de fos componentes 
de la vía de seňalización, como resultado de la interacción con las proteínas 
scaffold, se cree que juega un papel importante en la determinación de la espe- 
cifícidad de las vías de seňalización en el interior celular. 



Estímulo 


Respuesta 


Via JAK/ŠTÁT 

La vía de las quinasas MAP proporciona una conexión indírecta entre la superfi- 
cie celular y el núcleo, en la que una cascada de proteína quinasas conduce, en 
úitimo térmíno, a la fosforilación de los factores de transcripción. Una vía alter¬ 
natíva, conocida como ia vía JAK/STAT, proporciona una conexión más inme- 
diata entre las proteína-tirosina quinasas y los factores de transcripción. En esta 
vía, la fosforilación de las proteína-lirosinas afecta directamente a la localiza- 
ción y a la función de los factores de transcripción (Fig. 13.38) 

Los eíementos clave de esta vŕa son las proteínas STAT (ŕransductores de 
seňal y activadores de ŕranscripcíón} que se identificaron originalmente al estu- 
diar la seňalización de los receptores de citoquinas. Las proteínas STAT son 
una família de factores de transcripción que contienen dominios SH2. Son inac- 
tivos en aquellas células que no hayan sido estimuladas, locafizándose en el 


Figúra 13.37 

Una proteína scaffold para la quinasa de la MAP quinasa JNK. La proteína scaffold 
JIP-1 se une a MLK, MKK7 y JNK, organizando estos componentes de la vía JNK en un 
complejo. 
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cítoplasma. Al estimularse el receptor de citoquinas, !as proteínas STAT se 
agrupan y se unen, a través de los dominios SH2, al dominio citoplasmático de 
los polipéptídos receptores, concretamente a las secuencias con fosfotirosinas. 
Tras su unión a los receptores actívados, las proteínas STAT son fosforiladas 
por miembros de ta famitia JAK de tas proteína-tirosina quinasas no receptores, 
que se unen a tos receptores de las citoquinas. La fosforilación de las tirosínas 
induce la dímerización de las proteínas STAT, las cuales se translocan al nú¬ 
cleo, donde activan la transcripción de sus genes diana. 

Estudios posteriores han demostrado que las proteínas STAT también son 
activadas más alfa de los receptores proteína-tirosina quinasas, de tal manera 
que su fosforítacion puede ser catalizada por los mísmos receptores o por qui¬ 
nasas asociadas no receptores. Por lo tanto, los factores de transcripción STAT 
actúan como un vínculo dírecto entre las citoquinas y los receptores de los fac¬ 
tores de crecimiento en la superfäcie de la célula por un lado. y la regulación de 
la expresíón génica en el núcleo por el otro 


Transducción de seňales y citoesqueleto 

Las secciones precedentes se han centrado en las vías de seňalizacíón que 
regulan variaciones en el metabolismo o en ta expresíón génica, en respuesta a 
las hormonas y a los factores de crecimiento. Sin embargo, las funciones de la 
mayoría de las células también están influídas directamente por la adhesión 
celular y por la organizacióndel citoesqueleto. Así, los receptores responsables 
de ía adhesión celular inician vías de seňalizacíón intracelular que regulan otros 
aspectos de! comportamíento celular, incluyendo a la expresíón génica. Asimis- 
mo, los factores de crecimiento inducen con frecuencia aiteraciones en el ci¬ 
toesqueleto, que causan el movimiento de la célula o campios en su forma. De 
esta manera, los componentes del citoesqueleto actúan iguatmente como re¬ 
ceptores y como dianas en tas vías de seňalizacíón celular, íntegrando la varia- 
ción en ta forma y el movimiento celutar con otras respuestas celulares. 

Integriíiús 1 / transducción de seňales 

Como ya se trató en los Capítulos 11 y 12, las integňnas son los principales 
receptores responsables del anclaje de las células a la matriz extracelular. En 
dos íipos de uniones céluta-matríz (adhesiones focales y hemidesmosomas), 
las integrinas también interaccíonan con componentes del citoesqueteto, pro- 
moviendo un vínculo estable entre la matriz extracelular y las cétulas adheridas 
(véase Fig. 12.62). Además de ešte pape! estructural, las integrinas sirven 
como receptores que activan vías de seňalización intracelular, por lo que con- 
trolan la expresíón génica y otros aspectos del comportamiento celular en res¬ 
puesta a 1a adhesión celular. 

Al igual que los miembros de la superfamilia de los receptores de citoquinas, 
las integrinas tienen segmentos citopiasmáticos cortos que carecen de activi- 
dad enzimätica alguna. Sin embargo, la fosforilación de las proteina-tirosinas es 
una respuesta inmediata a la interacción de las integrinas con los componentes 
de la matriz extracelular. !o que sugiere que las integrinas están asociadas a 
proteína-tirosina quinasas no receptores. Una vía de seňalizacíón a partir de 
integrinas implica a la actívación de una proteína-tirosina quinasa no receptora 
denominada FAK (toča/ adhesión k inase) (Fig, 13,39). Tal y como implica su 
nombre, FAK se localiza en las adhesiones focales y se fosforrla rápidamente 
tras la unión de la integrína a componentes de la matriz extracelular, como la 
fibronectlna, Al igual que otras proteína-tirosina quinasas, la actívación de FAK 
implica la autofosforilación índucida por la agrupacíón de integrinas adheridas a 
la matriz extracelular. La autofosforilación de FAK erea puntos de interacción 
para otras moléeulas senalízadoras que contengan dominios SH2, incluyendo 
miembros de la família Src de proteína-tirosina quinasas no receptoras que f os- 
forilan puntos adicionalesde FAK. Como se ha visto previamente en el caso de 
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Figúra 13.38 

Via JAK/STAT, Las proteínas STAT son 
factores d e transcripción con dominios 
SH2, a través de los cuales se unen a 
aquellas secuencias que contengan fosfo- 
tirosina. En ías células no estimuladas, las 
proteínas STAT se encuentran i nadívaš 
en el cit osoľ La estimuiación de los recep- 
tores de citoquinas provoca que a estos 
se unan las proteínas STAT, siendo en- 
tonces fosforiladas por las proteína-tirosi- 
na quinasas JAK, asociadas al receptor. 
Las proteínas STAT fosforiladas se dime- 
rizan y se translocan al núcleo, donde ac¬ 
tivan !a transcripción de los genes diana. 
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Cáncer, transducción de seňales y oncogenes ras 


La enfermedad 

El cáncer acaba con la vida de, 
aproximadamente, uno de cada 
cuatro americanos, 
contabilizándose 550,000 muertes 
al aňo en los Estados Unidos. Hay 
más de cien tipos de cáncer 
díferentes pero algunos son más 
comunes que otros, En ešte país, 
los cánceres letales más frecuentes 
son los de pulmón y colon que 
suman el 40% de las muertes 
totales por cáncer. Otros 
contribuyentes a la mortalidad por 
cáncer incluyen al cáncer de mama, 
prostata y páncreas, re sp o n sa b les 
aproximadamente del 7,2%, 5,2% y 
el 5,4% respectivamente de las 
muertes por cáncer en Estados 
Unidos, 

La característica común de todos 
los cánceres es la proliferación 
incontroíada de las céluias 
cancerosas, que acaban 
diseminándose por todo el 
organismo, invadiendo los órganos 
y tejidos sanos, lo que lleva a la 
muerte del paciente. La cirugía y la 
rad i ot e ra p ta so n t rata m tento s 
eficaces para aquellos cánceres que 
están localizados, pero no alcanzan 
a aquellas céluias cancerosas que 
se han diseminado a zonas 
distantes en el organismo. Por lo 
tanto, e! tratamiento de estos 
cánceres requiere de la 
quimioterapia. Por desgračia, los 
agentes quimioterapéuticos 
disponibles en la actualidad no 
actúan específicamente sobre Jas 
céluias cancerosas. La mayoría de 
eílos daňan el ADN o interfieren 
con la síntesis del ADN por io que 
también acaban con aquellas 
céluias sanas que tengan gran 
eapacidad de divtsión, como son las 
céluias epiteliales de la superficie 
del tracto digestivo y las céluias 
hematopoyéticas de la módula 
ôsea. La toxicidad de estos 


medicamentos limita su efectividad, 
y muchos cánceres no se eliminan 
mediante aquellas dosis de 
quimioterapia que el paciente pueda 
tolerar. Por lo tanto, aunque se ha 
avanzado mucho en el tratamiento 
del cáncer, casi la mitad de los 
pacientes a los que se diagnostica 
un cáncer acaban muriendo de 
dicha enfermedad. 

Bases moleculares 
y ceiulares 

La identlficación de los genes vírales 
que convierten a las céluias 
normales en céluias cancerosas, 
como el gen src det RSV, demostró 
por primera vez que los cánceres 
pueden ser causados por la acción 
de genes específicos (oncogenes). 
A partir del descubrimiento de que 
los oncogenes vírales están 
relacionados con genes de las 
céluias sanas, se postuló la 
hipótesis de que los cánceres no 
inducidos por vírus (que incluyen a 
la mayoría de los cánceres 
humanos) se deben a mutaciones 
en los genes de la célula sana, lo que 
da lugar a oncogenes de origen 
celular en vez de origen vírico. Estos 
oncogenes ceiulares se ídentificaron 
en los cánceres humanos en 1981. 
Seguidamente, se descubrió que los 
oncogenes humanos del cáncer de 
vesícula, pulmón y colon, estaban 
relacionados con los genes ras , 
previamente identificados en los 
vírus causantes de sarcoma en 
ratas. 

Aunque ahora se conocen 
muchos genes diferentes que 
desempeňan un papel importante 
en el desarrollo del cáncer, las 
mutaciones en los genes ras siguen 
siendo una de las alteraciones 
genéticas más comunes en los 
tumores humanos. Los oncogenes 
ras mutados se encuentran, 
aproximadamente, en el 20% de 


todos los cánceres humanos, 
jncluyendo e! 25% de cánceres de 
pulmón, el 50% de cánceres de 
colon y más del 90 % de los 
cánceres de páncreas. Más aún, la 
acción de los oncogenes ras 
reladona claramente el desarrollo 
del cáncer en el hombre con las 
alteraciones en las vías de 
seňaíización que regulan la 
proliferación celular. Las 
mutaciones que convierten a los 
genes ras en oncogenes causan la 
disminución de la hidrólisis del GTP 
por las proteínas Ras. Por 
consiguíente, las proteínas 
oncogénicas Ras mutadas 
permanecen en su forma actíva, 
unlda al GTP, en vez de alternar 
entre !a forma activa e inacfiva en 
respuesta a las seňales 
extracelulares. Por lo tanto, las 
proteínas oncogénicas Ras están 
estimulando continuamente la vía 
de las quinasas MAP t lo que supone 
una proliferación celular contlnuada 
incluso en ausencia de aquellos 
factores de crecimiento necesarios 
para activar Ras y las demás 
seňales intracelulares. 



U n pól i po de colon h u ma no (un estadio tempra- 
no del cáncer de colon). Los oncogenes ra$ 
coníribuyen a f desarrollo de aproximadamente 
la mitad de todos los cánceres de colon. (E. P 
Ewíng, Jr. T Centers for Dísease Control.) 


los receptores de factores de crecimiento, la fosforilación en tirosinas de FAK 
crea sitios de unión para dominios SH2 de otras moléculas seňalizadoras, inclu- 
yendo la fosfolipasa C-y, PI S-qulnasa y el complejo Grb2-Sos. El reclutamiento 
del factor de intercambio de nucteótidos de guanina Sos desencadena la activa- 
cíón de Ras t que a su vez acopla a las integrinas a la activación de la vía ERK. 
Asi, la activación de las proteína-tirosina quinasas FAK y Src por parte de las 
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Cáncer, transducción de sena/es y oncogenes ras (contmuación) 


Prevención y tratamiento 

El descubrimíento de oncogenes 
mutados en los cánceres humanos, 
lleva constgo la posíbilidad de 
diseňar drogas dirigidas 
específicamente contra las 
proteínas oncogénicas. En 
principíOs estas drogas podrían 
actuar selectivamente contra las 
células cancerosas, resultando 
menos tóxicas sobre las células 
normales que los agentes 
quimioterapéuticos 
convencionales. Debido a que ras 
s e encuentra m u ta do con 
frecueneia en los cánceres 
humanos, las proteínas Ras han 
suscitado m ucho interés como 
dianas potenciales de 


medicamentos U na ca racterístíca 
importante del funeionamiento de 
las proteínas Ras, es que son 
destinadas a la membrána celuiar 
mediante la adición 
postraduccional de un lípido (un 
farnesil isoprenoide) a su extremo 
C-terminat Aunque la farnesilación 
no es exclusiva de Ras, es una 
modificación de las proteínas 
celulares reiativamente poco 
frecuente, to que ha llevado a 
díversos grupos de investigación a 
desarrolíar ínhibidores de la enzima 
farnesil transferasa como drogas 
pot en c i a I es d i ri g i das 
específicamente contra Ras. Se ha 
hallado que estas drogas no sólo 
impiden la localización de Ras en !a 


membrána y su función, sino que 
también actúan frente a las células 
tumorales humanas. Al menos 
cuatro inbibidores de la farnesil 
transferasa se están evaluando 
actualmente en ensayos clínícos, 
por lo que muy pronto ya 
tendremos información disponible 
acerca del potencia! de estas 
drogas en el tratamiento de los 
cánceres humanos. 
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Figúra 13,39 

Seňalización por integrinas. La unión 
de Integrinas a la matriz extracelularda lu- 
gar al agrupamíento de integrinas y la actF 
vación de FAK por autofosforilacíón. A 
continuación, Src se une al domínio de 
autofostorilación de FAK y fosforila a FAK 
en residuos de tirosina adicionales, Las 
fosfotirosinas de FAK actúan como sitios 
de unión para una vahedad de moléculas 
seňalizadoras, incluyendo al complejo 
Grb2-8os, que da lugar a la activación de 
Ras, PI 3-quinasa y la fosfolipasa C-y. 
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Figúra Í3.40 

Regulación del remodelado de la acti- 
na por Jas protemas de la família 
Rho. Diferentes miembros de la família 
Rho regulan Ja políme rización de la acti¬ 
na dando lugar a filopodios (Cdc42), la- 
molipodÉos (Rac) y adhesiones focales y 
fibras de estrés (Rho). Las micrografías 
de fluorescencia muestran la disíribuoión 
de la actina tras la microinyección en fr- 
brobiastos de Cdc42, Rac y Rho. (A partŕr 
de C.D. Nobesy A.Hall, 1995. Celí 81:53.) 


Cdc42 



integrinas asocia la adhesión celular a las mišmaš vías de seňalizaclón que 
regulan la expresión géníca, la proliferación celular y la supervivencia de la célu- 
la, que se activan en respuesta a los factores de crecimiento. Adicionalmente, 
las integrinas pueden interaccionar y estimular las activídades de receptores 
proteína-tirosina quinasa, como e! receptor de EGF, dando lugar a la activación 
paralela de vías de seňalizaeión esíimuladas por factores de crecimiento y por 
la adhesión celular. 

Regulación del citoesqueleto de actina 

Las respuestas de la célula a las senales extracelulares ; incluidos los factores 
de crecimiento, con frecuencia suponen alteraciones en la motilidad y en la for¬ 
ma celular. Por ejemplo, las alteraciones en la motilidad celular (asi como en la 
proliferación celular) índucidas por los factores de crecimiento desempeňan un 
papel determinante en procesos tales como la cicatrización de heridas o el de- 
sarrollo embrionario, Como ya se trató en el Capítulo 11, estos aspectos del 
comportamiento celular son dirigidos por el citoesqueleto de actina. En concre- 
to. muchos tipos de movimiento celular están basados en el proceso dinámico 
de polimerización y despolimerización de los filamentos de actina adyacentes a 
la membrána plasmática. Por lo tanto, el remodelado del citoesqueleto de actina 
es un proceso fundamental en la respuesta de muchas céiulas a los factores de 
crecimiento y a otros estímulos extracelulares. 

Los mtembros de la subfamiíia Rho de proteínas pequeňas de unión a GTP 
(incluidos Rho, Rac y Cdc42) desempeňan un papel centrál en la regulación 
de la organización del citoesqueleto de actina, y por tanto, controlan díversos 
procesos celulares, incluidos la motilidad celular, la adhesión celular y la citocine- 
sts. El papel de los miembros de la família Rho como reguladores de díferentes 
aspectos del remodelado de la actina fue dilucidado, por primera vez, mediante 
estudios acerca de la respuesta de los fibroblasfos a la estimulación por factores 
de crecimiento (Fig. 13,39). Las alteraciones del citoesqueleto, debidas a la esti- 
mulacíón por los factores de crecimiento, íncluian la formación de evaginaciones 
de la superficíe celular (filopodios t lameítpodíos y ondulacíones en la membrána) 
asi como la formación de adhesiones focales y fibras de estrés. La microinyec“ 
ción en céiulas, de mutantes especŕficos de diferentes miembros de la família 
Rho, ha demostrado que Cdc42 induce la formación de filopodios, Rac média 
la formación de lamelipodios y Rho es responšable de la formación de fibras de 
estrés. 
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Esíudios posteriores han demostrado que la actividad de los miembros de la 
familia Rho no se restringe a los fibroblastos: desempeňan un papel símtlar en la 
regulación del citoesqueleto de actina en todas las células eucariotas. Por ejemplo, 
Rho se requiere para la citocinesís (la división celular que sigue a la mitosis) que se 
produce mediante un aniflocontráctil de miosina y actina (véase Fíg. 11.27). En 
las neuronas, Rac t Cdc42 y Rho regulan la extensión y la retracción de los 
axones durante el desarrollo del sistema nervioso* En las células de! músculo liso, 
Rho contribuye a la regulación de la contracción. En las células epltelíales, los 
miembros de la familia Rho regulan la formación de uniones tipo adherens , que 
suponen la uníón de las cadherinas al citoesqueleto de actina (véase Fig. 12.64). 
Por lo tanto, los miembros de la familia Rho sirven como reguladores universales 
de! citoesqueleto de actina, acopíando las seňales extracelulares a las variacío- 
nes en el movímiento y en la forma celular. Además, los miembros de ta familia 
Rho pueden activar las vías de seňalización de las MAP quinasas, dando lugar 
a cambios en la expresión génica, además de afectar a otras actividades celula- 
res como el transporte vesicular y la polaridad celular. 

Se han identificado un gran numero de proteínas como dianas potenciales 
de Rho f Rac y de Gdc42, y aún ha de establecerse el papel de estos candidatos 
a proteínas diana. Una de las dianas principales de Rho en la regulación de las 
alteraciones citoesqueléticas es una proteína-serina/treonina quínasa denomi- 
nada PKN (Fig. 13.41). La activaeión de PKN aumenta la fosforilación de las 
cadenas ligeras de la miosina II por dos mecanismos: PKN no sólo fosforila 
directamente la cadena ligera de la miosina, síno que también fosforila e ínhibe 
la fosfatasa de ta cadena ligera de miosina. El aumento resultante de fosforila¬ 
ción en la cadena ligera de miosina, activa a 3a miosina y da lugar al ensamblaje 
de filamentos de actina-miosina, lo que resulta en alteraciones citoesqueléticas 
como ta formación de fibras de estrés y de adhesiones focales, uniones adbe- 
rentes y citocinesís* Tanto Rac como Cdc42 dan lugar a la formación de prolon- 
gaciones de la superficie celular (filopodios y lamelipodios) estimutando la poli- 
merización de actina* Ešte proceso parece estar mediado por diversas dianas 
de Rac y Cdc42 que pueden asociarse con el complejo Arp2/3 {véase Fig. 11.5) 
para inducir la formación de filamentos de actina, pero los detalles de estas 
interacciones todavía no se conocen. 
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Figúra 13.41 

Regulación de fosforilación de la cade- 
na ligera de miosina por Rho. Rho acti¬ 
va la proteína quínasa PKN, que fosforila 
la cadena reguladora ligera de la miosina 
I I, e inhibe a la fosfatasa de la cadena lige¬ 
ra de miosina. El incremento resultante de 
fosforilación de ta cadena ligera, activa a 
la miosina II, dando lugar al ensamblaje 
de filamentos de actina-miosina y a la for¬ 
mación de fibras de estrés. 


Seňalización en el desarrollo y en la diferenciación 

La comprensión de los mecanismos moleculares que dirigen e! desarrollo ani- 
mal es uno de los principales retos de la biológia molecular y celular actual. A 
partir de una única célula, el huevo fecundado, se generan los distintos tipos 
celutares que constituyen el organismo, y éstos se organizan en tejidos y órga- 
nos. Tanto la diferenciación celular como el desarrollo de las estructuras corpo- 
rales, han de ser reguladas por complejas vías de seňalización intercelular que 
coordinan la actividad de las células indíviduales y, en última inštancia, dan lugar 
a organismos tan complejos como el ser humano, Aunque un tratamiento exhausti- 
vo de la bíología del desarrollo va más allá del objetivo de ešte líbro, s í es necesa- 
no destacar que se han realizado avances significativos en el desciframiento de 
las vías de seňalización responsables de aigunos de los procesos de diferencia¬ 
ción y desarrollo. Aqui se tratarán tres ejemplos de estas vías de seňalización. 

Via del receptor tirosina quinasa!Ras/Raf1ERK 
en Drosophila t/ en C. elegans 

La seňalización a través de receptores tirosina quinasa que activan la vía de la 
Ras/Raf/ERK regula la diferenciación y el desarrollo de muchos tipos celulares, 
Un ejemplo bien estudiado en los vertebrados lo proporciona la diferenciación 
de las neuronas, que está mediada por la activaeión del receptor del factor de 
crecimiento nervioso (un receptor tirosina quinasa), y la consiguiente estimula- 
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Figúra 13.42 

Ojo compuesto d e DrosophUa . (A) Micrografía al 
microscopío electrónico de barrido que muestra el 
ojo compuesto, constituido por unas 800 unidades 
indíviduales. (B) Gada unidad está constituida por 
ocho neuronas fotorreceptoras (designadas R1 a 
R8) que se desarrollan en un orden y según un pa¬ 
trón fijo. (A, cortesía de T. Venkatesh, City College 
o! New York.) 


ción de la vía Ras/Raf/ERK. Sin embargo, ei pape! dave de esta vŕa en el desa- 
rrollo se ha demostrado de una manera más čiara en los organismos modelo 
DrosophUa y C. efegans , 

La seňalízación a través de la vŕa Ras/Raf/ERK desempeha un papel funda- 
mental en el desarrollo del ojo compuesto de DrosophUa , lo que iambién ilustra 
e] papel de la seňalízación directa célula-célula en la diferenciación. Ei ojo com¬ 
puesto de DrosophUa está constituido por 800 unidades indíviduales, cada una 
de las cuales tiene ocho neuronas fotorreceptoras (R1 a R8) y 12 células con 
función de lente o crístalíno (Fíg. 13.42). Las neuronas fotorreceptoras se desa¬ 
rrollan según una secuencia predeterminada, comenzando con la diferencia- 
ción de R8. R8 induce la diferenciación de dos células vecinas para dar lugar a 
los fotorreceptores R2 y R5. A eontinuación, R2 induce la diferenciación de las 
células vecinas dando lugar a R1 y R3, y R5 induce a las células vecinas a 
diferenciarse en R4 y R6. Por último, la diferenciación de R7 está inducída me- 
diante la interacción con R8. Las células del cristalino se desarrollan a partir de 
aquéllas que no se han diferenciado en fotorreceptores. 

La vía de seňalízación que conduce al desarrollo de la célula R7 se ha carac- 
terizado en detaile, a partir del aisiamiento de moscas mutantes en las que no 
se produce el desarrollo de R7 (Fig. 13.43). Uno de estos mutantes (seveníess) 
se debe a la alteración en un g en que codifica u n receptor proteína-tirosina 
quínasa ; que se expresa en precursores de células R7. Otro mutante denomina- 
do boss (del acrónimo de bhde-ohsevenfess) es debido a alteraciones en un 
gen que codifica una proteŕna de superficíe celular expresada por las células 
R8. Boss es el ligando de Seveníess, por lo que la interacción directa célula- 
célula entre R8 y la célula precursora, activa a la protema-tirosina quinasa Se- 
venless. Otros estudios muestran que la diferenciación celular inducida por Se- 
venless también requiere de Raf y Ras, lo que significa que se activará la vía de 
la MAR quinasa ERK y la fosforilación de los factores de transcripción responsa- 
bles de la diferenciación de R7. 

El desarrollo de la vulva en el nemátodo C etegans es otro ejemplo en el que 
el papel de la vŕa Ras/Raf/ERK se ha dilucidado a partir del anäiisis genético. En 
ešte sistema, en primer lugar, se diferencia una única célula conviertiéndose en 
una célula de anclaje gonadal que asocia la vulva al utero. Entonces, la célula 
de anclaje induce la diferenciación d e í res células precursoras, que proliferan 
hasta formar las 22 células de la vulva. 

El aisiamiento de mutantes en los que no se desarrolla la vulva ha permitído 
la caracterización de varios genes necesarios para la inducción de la vulva, 
mostrando la vŕa mediante la que fa céfula de anclaje seňaliza la diferenciación 


Figúra 13.43 

Inducción de la diferenciación de R7, La diferenciación de !a neurona fotorrecepiora 
R7 se induce mediante el contacto de la célula precursora con R8. La proteŕna Boss, en la 
superficíe de la céluta R8 : es el ligando del receptor proteína-tirosina quinasa Seveníess, 
que se expresa en las células precursoras de R7. La estimulación de Seveníess activa la 
vŕa Ras/Raf/quinasa MAP ERK. 
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Figúra 13.44 

Inducción d e la vulva en C. eíegans. La 

célula de anclaje gonadal secrela Lín-3 r 
que está reladonada con e! EGF Lin-3 es- 
tímula a Lín-23, un receptor p rotema-tiro- 
sina quinasa expresado por las eélulas 
preeursoras de la vulva. Lin-23 actívado 
estimula la vía Ras/Raf/ERK. ERK fosfori- 
la a dos factores de transcripción {Lin-1 y 
Lin-31), que índucen atres eélulas preeur¬ 
soras de la vulva a prolíferar y a diferen- 
ciarse. dando lugar a las 22 eélulas de la 
vulva. 


de las eélulas preeursoras (Fig. 13.44). Uno de estos genes, lin-3 t codifica para 
una proteína relaeionada con el factor de crecimiento de mamíferos EGF. La 
proteína Lin-3 es secrelada por las eélulas de anclaje y se une a un receptor 
(Let-23) que se expresa en la superficie de las eélulas preeursoras de la vulva. 
Let-23 es un receptor proteína-tirosina quinasa relacionado con el receptor del 
EGF de los mamíferos. Otras genes necesarios para la inducción de la vulva 
incluyen a let-60 y a íin-45, que codifican respectivamente a las proteínas Ras y 
Raf de C. eíegans , Por lo íanto, el desarrotlo de la vulva en Ceiegans supone 
que un receptor proteína-tirosina quinasa se actíve por un factor de crecimiento, 
y la consigutente activación de la vía de senaltzacíón Ras/Raf. Esto conduce a 
que se active la quinasa M AP ERK, que fosfortla a dos factores de transcripción 
(Lin-1 y Lin-31) responsables de la inducción de la vulva. 


Hedgehog y Wnt 

Las vías de Hedgehog y de Wnt son sistemas de seňalización que están ínti- 
mámenie relacionados y desempeňan un papel fundamente! en la determina- 
don del destino celular durante e! desarrollo embrionario. Tanto la vía de Hed¬ 
gehog como la de Wnt se deseribieron por primera vez en Drosophiia ; pero se 
han encontrado miembros de la família Hedgehog y Wnt que controlan un gran 
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Figúra 13.45 

Seňalización por Hedgehog. El poli- 
péptido Hedgehog, modificado por Ja adi- 
ción de colesterol, se une a Patched en la 
supedicie de la céluia diana. Esto anula la 
inhibición de Smoothened por Patched. lo 
que permite a Smoothened propagar una 
seňal intracefular. La seňal desde SmooL 
hened desensambla un complejo en el 
que el ŕactor de transcripeión Cubitus Inte- 
rruptus (Ci) se encuentra unido a los mí- 
crotúbulos a través de la proteína Coastal, 
junto con la proteína quinasa Fused, Den- 
tro de ešte complejo, Ci se escince para 
formar un repesor transcripcional (Ci75). 
La separación del complejo permite que la 
Ci 155 se transloque al núeíeo donde acti- 
va la transcripeión de sus genes diana. 


número de procesos responsables de la generáciou del patrón celular durante 
e! desarrollo embrionario, tanto en vertebrados como en invertebrados, Ejem- 
plos de los procesos regulados por estas vías de seňalízacíón son la determína- 
ción de los típos celulares y la construcción de! patrón celular durante el desa¬ 
rrollo de las extremidades, del sístema nervíoso, del esqueíeto, pulmones, pelo. 
dientes y gónadas. 

Los genes hedgehog (u no en Drosophila y al menos tres en vertebrados) 
codifican proteínas secretadas que son modíficadas por la adición de colesteroľ 
Parece serque esta modificación permite el anclaje de los poiipéptidos a la super- 
fície celular, lo que limita el campo de acción de esta vía. El receptor funciona! 
para Hedgehog está constituido por dos proteínas transmembrana, Patched y 
Smoothened (Fig. 13.44). Hedgehog se une a Patched, que actúa como un regu- 
lador negativo de Smoothened, La uníón de Hedgehog a Patched permite a 
Smoothened propagar una seňal intracelular. Smoothened tiene siete hélices i 
transmembrana, y por lo tanto, su estructura es similar a la de los receptores 
acoplados a proteínas G (véase Fíg. 13.10). Sŕn embargo, Smoothened no está 
acoplado a una proteína G y el mecanismo de seňalización desde Smoothened 
todavía no se ha descifrado. En Drosophila (Gli en mamíferos), la diana de la 
seňalízacíón por Smoothened es un factor de transcripeión denominado Cubitus 
Interruptus {Ci) t que se encuentra formando un comptejo con la proteína quinasa 
denominada Fused y con la proteína denominada Coastal, que a su vez está 
relacionada con la quinesina. En ausencia de la seňalización por Smoothened, 
ešte complejo se encuentra asociado con los microtúbulos, presumiblemente me- 
diante la interacción de Coastal con la tubulina, y Ci se escinde para generar un 
represor transcripcional (CÍ75), La activación de Smoothened provoca la disocia- 
ción del complejo de los microtúbulos y la translocación de Cä de secuencia com- 
pleta (Gil 55) al núcleo, donde activa la transcripeión de sus genes diana. Hay que 
destacar que entre las dianas de Ci se incluyen genes que codifican para mierm 
bros de la família Wnt, lo que proporciona un vínculo directo entre las vías de 
seňalización de Hedgehog y Wnt. 

Las proteínas Wnt son una família de factores de crecimiento secretadas 
que se unen a receptores de la família Frizzled (Fig. 13.45). Los receptores 
Frízzled están relacionados con Smoothened e igualmente tienen siete hélices 
a transmembrana y no están acoplados a proteínas G. La seňalización desde 
Frizzled provoca la fosforilación de una proteína citoplasmática denominada 
Dishevelled y la inhibición de la proteína quinasa glucógeno síntetasa quinasa-3 
(GSK-3). La GSK-3 fosforila y e stimule la degradación de la /ŕ-catenina t que se 
vio en el Capítulo 11 como una proteína transmembrana que conecta a las cad- 
hehnascon la actina en las uníones adherentes (ver Fig. 11.15). Resulta intere- 
šante el hecho de que conectar las cadherinas a la actina es sólo uno de los 
papeles de la />-catenina. En la seňalización mediada por Wnt, la /Fcatenina 
actúa como un regulador directo de la expresión génica, formando un complejo 
con miembros de la família Tcf/LEF de factores de transcripeión. La asociación 
de la /Fcatenina convierte a los miembros de la família Tcf/LEF de represores a 
activadores de la transcripeión, deseneadenando la expresión de genes diana 
que codifican otras moléculas seňalizadoras y una variedad de factores de 
transcripeión que controlan el destino celular. 

Sena l i z a c i ó n p o r N o t ch 

La vía de Notch es otra vŕa de seňalización altamente conservada que controfa 
el destino celular durante el desarrollo animaL Al igual que la vía de seňalización 
que conducía a la diferenciación de fa neurona fotorreceptora R 7 en Drosophiia , 
la seňalización por Notch es un ejemplo de interacción directa célula-célula du¬ 
rante el desarrollo. Funciona en todos los estadíos del desarrollo para regular la 
proiiferación, supervivencía y diferenciación celular en organismos que van des¬ 
de Drosophila y C. elegans hasia el ser humano. 
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Figúra i3.46 

Via de Wnt. Los polipéptldos Wingless (Wnt) se unen e los receptores de la superficie 
celular de la família Frizzled. La seňalización desde Frizzled conduce a la Inhĺbición de la 
proteína quinasa G3K-3, dando fugar a la estabilización de la /ŕ-catenina, que forma un 
complejo con los factores de transcripción Tcf/LEF. Esto transforma a los miembros de la 
família Tcf/LEF de represores a aclívadores, estimulando la expresión de genes diana. 


NotGh es una proteína grande, con un único dominio transmembrana, que 
actúa como receptor de proteínas transmembrana (p. ej.. Delta) de la superficie 
de células adyacentes (Fig. 13.47). La estimulación de Notch inicia una vía de 
activacion de la transcripción nueva y direeta. En concreto, la unión del ligando 
provoca la ruptúra proteolítica de Notch y, entonces, el dominio intracelular de 
Notch se transloca al núcleo. El dominio intracelular de Notch interacciona con 
otro factor de transcripción (denominado Su(H) en Drosophiia o CBF-1 en ma- 
míferos) e induce la expresión de sus genes diana. Al iguaí que en la vía de 
seňalización de Wnt entre los genes diana de Notch se encuentran genes que 
codifican para otras proteínas reguladoras de la transcripción, cuya función es 
determinar el deslino celular. 


Regulación de la muerte celular programada 

La muerte celular programada es un mecanismo fisiológico normál de muerte 
celular, que desempeňa un papel fundamente! en el mantenimiento de los tejidos 
adultos y en el desarrollo embríonarío, En el adulto, la muerte celular programada 
es la responsable de que se mantenga el equilibrio con la proliferación celular, y 
de mantener constante el numero de células en aquellos tejidos sometidos a un 
continuo recambio celular. Por ejemplo, en los humanos, dlaríamente se elimi- 
nan unas 5 x 10 11 células sanguíneas mediante la muerte celular programada, 
equilibrandoasŕ su produccíón constante por la médula ósea. Además, la muer¬ 
te celular programada constituye un mecanismo de defensa mediante el que tas 
células alteradas, potencialmente peligrosas, son eliminadas por el bien del or- 
gantsmo. Las células infectadas por virus con frecuencia sufren !a muerte celu¬ 
lar programada, lo que evita que se generen nuevas particulas viricas y que se 
propague e! virus por el organismo hospedador. Otro tipo de alíeraciones, como 
las lesiones en el ADN, tamblén índucen la muerte celular programada. En ešte 
caso, se eliminan las células portadoras de mutaciones potencialmente daňi- 
nas, incluyendo aquellas células con mutaciones que pudieran desembocar en 
el desarrollo de un cáncer. 

Durante el desarrollo, la muerte celular programada desempeňa un papel cla- 
ve eliminando aquellas células innecesarías en diversidad de tejidos. Por ejem- 
plo, es la responsable de eliminar los tejidos larvarios durante la metamorfosis 
de los insectos y anfibios, asi como de eliminar el tejido interdigital durante la 
formación de los dedos de los ples y de las manos. Otro caso bien caracterizado 
de muerte celular programada lo proporciona el desarrollo del sistema nervioso 
de los mamíferos. Durante aquel, se produce un numero excesivo de neuronas 
y se eliminan por muerte celular programada hasta el 50 % de las neuronas en 
desarrollo. Aquellas que sobreviven se seleccionan por haber realizado correc- 
tamente la conexión con sus células diana, las cuales secretan factores de cre- 
cimiento que permífen la supervivenčia celular mediante e! bloqueo del programe 


Figúra 13.47 

Seňalización por Notch. Notch actúa como un receptor de proteínas transmembrana 
(p. ej., Delta) de las células adyacentes, en la seňalización direeta célula-célula. La unión 
d e Delta provoca la rotora proteolítica de Notch, Uberá n d ose el dominio intracelular d e 
Notch, que se transloca al núcleo e interacciona con un factor de transcripción [Su(H) o 
CBF1] y se induce la expresión génica. 
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de muerte celular neuronal. La supervivencia de nnuchos otros tipos celulares en 
animales depende, de igual manera, de factores de credmiento o dei contacto 
con las células adyacentes o con la matriz extracelular, por lo que se considera 
que la muerte celular programada desempena un papel rmportante en la regulá¬ 
ciou de la asociación celular en los tejidos. La muerte celular programada se 
regula a través de la actividad conjunta de diversas vías de seňalización, algunas 
induciendo la muerte celular y otras promoviendo la supervivencia de la célula. 

Caspasas y apoptosis 

Frente a la muerte accidental de las células debida a una lesión aguda, la muerte 
celular programada es u n proceso activo que se caracteriza por una variación 
morfológica denominada apoptosis (Fíg, 13.48), Durante la apoptosis, el ADN 
cromosomico se fragmenta como resultado de la rotura entre los nucleosomas. 
La cromatina se condensa y, entonces, el núcleo se rompe en pequeňos trozos, 
Por último, la célula se encoge y se rompe en fragmentos rodeados por membrána 
denominados cuerpos apoptóticos. Las células apoptóticas y estos fragmentos ce¬ 
lulares son reconocidos y fagocitados por macrófagos o células adyacentes, por lo 
que las células que mueren por apoptosis son retiradas de los tejidos de manera 
eficaz. Por el contrario, las células que mueren debido a una lesión, se hinchan y se 
lisan liberando su contenido al espacio extracelular causando la inflamación. 

A partir del estudio de la muerte celular programada durante el desarroílo de 
C.elegans , se han identificado tres genes que desempeňan un pape! dave en la 
regulación y la ejecución de !a apoptosis, Durante el desarroílo normál del ne- 
mátodo, se eliminan por muerte celular programada 131 células somáticas de 
un total de 1090. Se requíeren dos genes, ced-3 y ced-4, para que tenga lugar ta 
apoptosis; si alguno de estos dos genes está inactivado, no se produce la muer- 
le celular programada normál. Un tercer gen, ced-9, funciona como un regula- 
dor negativo de la apoptosis, Si ced-9 está inactivado por mutación, las células 
que normalmente sobrevivirían son incapaces de hacerlo, entrando en apopto¬ 
sis, to que conduce a la muerle del anímal en desarroílo. Por el contrario, si 
ced-9 se expresa a niveles anormalmente aítos Ť no se produce la muerte celular 
programada normál. 

En mam íferos se han identificado genes relacionados con ced-3, ced-4 y ced- 
9 1 y se ha encontrado que codifícan proteínas. conservadas en la evotución, que 
son reguladores y efectores de apoptosis inducida por diversas estímulos. Ced-3 
es el prototipo de una familia de más de doce proteasas, denominadas caspasas 
porque tienen residuos de cisteína (C) en su sitio activo e hidrolízan a partir de 
residuos de ácido aspártico (Asp) en la protema sustrato. Las caspasas son los 
efectores últimos de la muerte celular programada, produciendo la apoptosis me- 
diante la rotura de más de 100 proteínas celulares distintas. Entre las dianas de 
las caspasas se incluye un ínhibtdor de la ADNasa que, cuando se activa, es et 
responsable de la fragmentacíón del ADN nuclear. Además, las caspasas rom- 
pen las lámínas nucleares, lo que lleva a la fragmentacíón dei núcleo y de las 
proteínas del citoesqueleto, lo que provoca la desorganización del cítoesqueleto. 
la deformación de la membrána y la fragmentacíón de la célula, 

Las caspasas se sintetizan como precursores inactivos que se convierten a la 
forma activa por rotura proteolítíca, catalízada por otras caspasas. Asi, la activa- 
ción iniciál de una caspasa provoca una reacción en cadena que conduce a la 
activación de las otras caspasas y a la muerte de la célula. Por lo tanto, la regula¬ 
ción de la activación de las caspasas es fundamental para determinar la supervi- 


Figura 13.48 

Apoptosis. (A) Representación esquemática de los sucesos que ocurren durante la 
apoptosis, (B) Micrografías al mícroscopio óptico de células de leucemia humanas normá¬ 
le s y apoptóticas, mostrando la condensación de la cromatina y la fragmentacíón nuclear 
durante ta apoptosis. (B, cortesía de D, R. Green/La Jofla Inštitúte for Allergy and Immu“ 
nofogy.) 
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venčia celular. Ced-4 y su homólogo en mamíferos (Apaf-1) se unen a caspasas 
e inducen su activación formando un complejo en el que dos caspasas se rompen 
y se activan la u na a la otra. Por el contrario, Ced-9 inhtbe la activación de las 
caspasas. Los mamíferos codifican una família entera de proteínas (denominada 
la família Bcl-2) que están relacionadas con Ced-9, Algunos miembros de la família 
Bcl-2, incluyendo a la propía Bcl-2, funcionan de manera análoga a Ced-9 como 
inhibidores de la activación de las caspasas y de la muerte celular programada. Sin 
embargo, otras miembros de la familia Bcl-2 promueven la muerte celular. Las 
caspasas también están reguladas por una familia de proteínas denominas 
lAPs, de proteínas mhibidoras de la apoptosis, que inhiben la apoptosis me- 
diante la inhibición directa de la acíividad caspasa. 

En las céíulas de mamífero, los miembros de la familia Bcl-2 actúan en las 
mitocondrias, que juegan un papei centrál en el control de la muerte celular 
programada (Fig. 13.49), Una de las caspasas iniciadoras clave en las células 
de mamífero (caspasa 9) se activa, como Ced-3 en C. elegans, mediante la 
formación de un complejo con el homólogo de Ced-4, Apaf-1. En mamíferos, 
la formación de ešte complejo también requiere el citocromo c, que es liberado 
de las mitocondrias por estímulos que inician la apoptosis. Bajo condiciones 
normales de supervivencia celular, el citocromo c se localiza en el espacio inter- 
membrana mitocondrial (ver Fig. 10,8), mientras que Apaf-1 y la caspasa-9 se 
encuentran en el cítosol, de modo que la caspasa-9 permanece inactiva. Sin 
embargo, muchos estímulos que inician la muerte celular, incluido ei daňo del 
ADN y la faita de factores de crecimiento, dan lugar a daňos en las mitocondrias 
que liberan el citocromo c al citosol. En el citosol, el citocromo c se une a Apaf-1 
y desencadena la formación de un complejo multisubunidad Apaf-1/caspasa-9 
denominado apoptosoma, en el que se activa la caspasa-9 A continuación, la 
caspasa-9 escinde y activa a otras caspasas efectoras, como la caspasa-3, 
dando lugar, finalmente, a la muerte celular. Miembros de la familia Bcl-2 actúan 
en la membrána mitocondrial regulando la integridad mitocondrial y la liberación 
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Figúra 13.49 

Reguladores y efectores de la apopto¬ 
sis. En las células de mamífero, muchas 
seňales de muerte celular inducen apop¬ 
tosis como resultado de daňos de las ml- 
tocondrias, resultando en la liberación de 
citocromo c y otras moléculas proapoptoti- 
cas como Smac/Diablo, del espacio inter- 
membrana. Los miembros de la família 
Bcl-2 actúan en la membrána mitocondrial 
externá, regulando la integridad de 3a mi- 
tocondria. La liberación del citocromo c de 
la mi tocondria desencadena la formación 
de complejos (apoptosomas) que contie- 
nen Apaf-1 y caspasa-9, en los que se ac- 
tiva la caspasa-9. A continuación, la cas¬ 
pasa-9 activa a otras caspasas. como la 
caspasa-3, mediante escäsión proteolítica. 
Las moléculas Smac/Diablo estimulan ta 
muerte celular interfiriendo en la acción de 
los lAPs, que son inhibidores de las cas¬ 
pasas. 
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del citocromo c. Los miembros de la família Bcl-2 que inhiben la apoptosis 
(como !a propia Bcl-2) previenen la liberación del citocromo c, mientras que los 
miembros de fa família Bcl-2 que estímulan la muerte celular actúan induciendo 
el daňo mitocondrial, la liberación del citocromo c y la activación de las caspasas. 
Hay que destacar que el daňo mitocondrial resulta no sólo en la liberación del 
citocromo c, sino también de otras moléculas que estímulan Ja apoptosis. Estas 
incluyen a una proteína (denominada Smac/Diablo) que estímula la actividad 
caspasa interfiriendo con la acción de los lAPs. Como se estudia más adelante, 
las caspasas, los miembros de la família Bcl-2 y los lAPs son dtanas críticas de las 
vias de seňalización que controlan la supervivencia de las células de mamífero. 
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Receptores implicados en ta muerte celular y la activación 
de tas caspasas 

Algunos polipéptidos secretados seňalizan la muerte celular programada a tra- 
vés de la activación de receptores que inducen directamente la apoptosis de la 
céiula diana, Estas seňales responsables de la muerte celular son polipéptidos 
que pertenecen a la família del factor de necrosis tumoral (TNF). Se unen a 
miembros de la familia del receptor de TNF que seňaliza la apoptosis en varios 
fipos celulares, Uno de los miembros de esta família mejor caracterizado es el 
receptor de la superficie celular denominado Fas, el cual desempeňa un papel 
importante en el control de la muerte celular en eJ sístema innnune. Por ejemplo, 
la apoptosis inducida por la activación de Fas es la responsable de la muerte de 
aquellas células que resultan ser una diana del sistema inmune, como por ejem- 
plo las células cancerosas o las células infectadas por vírus, asi como de elimí- 
nar el exceso de linfocitos tras la respuesta inmune. 

Los receptores implicados en la muerte celular generan la seňal de la apop- 
tosís activando directamente las caspasas (Fíg. 13.50). El TNF y otros miem¬ 
bros similares de esa familia están constituidos por tres cadenas polipeptidicas 
idénticas, y su unión induce ía trimerízacäón del receptor. Las porciones cito- 
plasmáticas de los receptores se unen a las moléculas adaptadoras, las cuales 
se unen a una primera caspasa denominada caspasa-8. Esto activa la caspasa- 
8 mediante autorruptura, y, entonces, ías moléculas activatías de caspasa-8 
pueden activar otras caspasas posteriores, inicíando de esta manera una cas- 
cada de caspasas que conduce a la muerte celular. 

La caspasa-8 no rompe solamente otras caspasas, sino que también rompe 
un miembro de la familia de Bcl-2 denominado Bíd. Bid es uno de los miembros 
de la família de Bcl-2 que índuce fa apoptosis, en vez de proteger de la misma. 
Normál meňte se encuentra en forma ínactiva en el citosol. Sin embargo, la ruptura 
por la caspasa-8 permite a Bid translocarse a Ja mitocondria, don de altera la mem¬ 
brána y libera el citocromo c al citosol. Esto conduce a la activación de la caspasa-9, 
amplíficando aun más la cascada de caspasas que se ínició por la activación 
direcía de la caspasa-8 mediante los receptores implicados en la muerte celular. 

Seňalización de la supervivencia celular 

La seňalización mediante el TNF y otros polipéptidos relacionadoses un proce¬ 
se activo, en el que la activación de los receptores de muerte celular induce la 
apoptosis. Otras vŕas de seňalización actúan en f a direccsón opuesta T promovien- 
do la supervivencia celular mediante la inhibición de fa apoptosis. Estas vias de 
seňalización controfan el destino de una gran varíedad de células cuya supervi- 


Figura 13.50 

Receptores implicados en la muerte celular. La unión del ligando al receptor Fas índu- 
ce la apoptosis activando directamente a la caspasa-8. El ligando de Fas esta constítuído 
por tres cadenas polipeptidicas, de tal manera que su unión induce la trimerizacíón del 
receptor Entonces. la caspasa-8 unida al receptor a través de moléculas adaptadoras se 
activa por autorruptura, lo que a su vez activa a caspasas posteriores y conduce a fa 
muerte celular. 
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venčia depende de factores de crecimiento extracelulares o de interacciones cé- 
lula-célula. Asi, la mayoría de las células en los animales superiores están pro- 
gramadas para sufrir la apoptosis, a no ser que la muerte celular sea suprimida 
de manera activa por seňales de supervivencia enviadas desde otras células, 

Como ya se ha dicho, un ejemplo bien caracterizado de la muerte celular 
programadadurante el desarrollo lo proporciona el sistema nervioso de los ver- 
tebrados. Aproximadamente el 50% de las neuronas muere por apoptosis, 
mientras que las neuronas que han sobrevivido han recibido una cantidad sufi- 
ciente de seňales de supervivencia desde las células diana. Estas seňales de 
supervivencia son factores de crecimiento polipeptídicos relacionados con el 
factorde crecimiento nervioso (NGF), que induce tanto la supervivencia neuronal 
como la diferenciación a través de la activación de un receptor proteína-tirosina 
quinasa. Otros tipos celulares dependen igualmente de factores de crecimiento o 
del contacto entre las células, lo que activa proteína-tirosina quinasas no recepto- 
ras asociadas con las integrinas. 

Una de las principales vías de seňalización intracelular responsable de esti- 
mular la supervivencia celular está iniciada por la enzima PI3-quinasa, que es 
activada por proteína-tirosina quinasas o por receptores acoplados a proteínas G, 
La PI3-quinasa fosforila al fosfolipido de membrána PIP a para formar PIP 3 , que a 
su vez activa la proteína-serina/treonina quinasa Akt (ver Fig. 13.31). A continua- 
ción, Akt fosforila a un cierto numero de proteínas que regulan la apoptosis (Fig. 
13.51). Uno de los sustratos de Akt es un miempro de la família Bcl-2 denominado 
Bad. Bad es uno de los miembros de la família Bcl-2 (como Bid) que induce la 
muerte celular, estimulando la liberación de citocromo c desde la mitocondria. La 
fosforilactón de Bad por Akt crea un sitio de unión para proteínas que secuestran 
a Bad en el citosol, impidiendo asi su translocación a la membrána mitocondrial. 
Akt también fosforila a una variedad de factores de transcripción que regulan la 
supervivencia celular controlando la expresión de genes diana, los cuales inclu- 
yen miembros de la família Bcl-2. Además, Akt fosforila a otra proteína quinasa 
(GSK-3) que afecta a la apoptosis, potencialmente regulando tanto la transcrip¬ 
ción como la traducción de sus genes diana. Asi, la vía PI3-quinasa/Akt regula 


Figúra 13,51 

Via de la PL3 quinasa y supervivencia 
celular. Los factores de supervivencia 
como el NGF activa n a receptores proteí¬ 
na-tirosina quinasas, lo que lleva a la acti¬ 
vación de la Pt-3 quinasa y a la formación 
de PIP 3 , PIPj recluta la proteína quinasa 
Akt en la membráne pfasmática, donde se 
activa como resultado de la fosforifación 
por PDK. Entonces, parece que Akt fosfo¬ 
rila una šerie de proteínas que contribu- 
yen a la supervivencia celular, Las dianas 
de Akt que han sido implicadas en la su- 
presión de la apoptosis incluyen a Bad. 
que es miembro de la família de Bcl-2, a la 
caspasa-9, a varios factores de transcrip¬ 
ción y a la proteína quinasa GSK-3, que 
afecta al metabolismo celular y a la sínte- 
sis de las proteínas. 
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la supervivencia celular a través de una varledad de dianas, que pueden incluir 
a los lAPs y sus reguladores, además de los miembros de la família Bci-2. 

La supervivencia celular está mediada no sólo por la senalización PI3-qui- 
nasa/Akt, síno también por otras vías de senalización, incluyendo las vías 
Ras/Raf/ERK. Un mecanismo por el que esta via inhibe la apoptosís, implica a 
la fosforilación y activación de una proteina quinasa denominada RSK por parte 
de ERK. Al igual que Akt. RSK fosforila al miembro de la família Bcl-2. Bad, de 
modo que Bad funciona como un punto de convergencía entre las vias de PI3- 
quinasa/Akt y ERK en la supervivencia celular. Adicionalmente, ERK y RSK 
fosforílan factores de transcripción que afectan a la expresion de genes que 
regulan la apoptosis. Asi. comprender las seňales y los mecanismos que con- 
trolan la supervivencia celular sígue siendo un área de investigación con mu- 
chas cuestiones que todavia deben ser contestadas. 
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RESUMEN 

MOLÉCULAS SEŇALIZADORAS Y SUS RECEPTORES 

Tipos de senalización céluía-célula: La mayoría de las moléculas sena! P 
zadoras son secretadas por una célula y se unen a los receptores que se 
expresan en una célula diana. En generál, los tipos de senalización céiula- 
céľula son tres {senalización endocrína, paracrina y autocrina) en ťunción de 
la dištancia que tienen que recorrer las seňales. 

Hormonas esteroideas y la superfamilia de ios receptores de esteroi¬ 
des: Las hormonas esteroideas, la hormona tíroídea, la vitamina 0 3> y el 
ácido retinoico son moléculas hidrofobicas pequeňas que difunden a través 
de la membrána plasmática de sus células diana y se unen a receptores 
intracelulares, Los miembros de la superfamilia de los receptores de esteroi¬ 
des funcionan como factores de transcripción, regulando directamente la ex- 
presión génica en respuesta a la unlón del íigando. 

Óxido nfiríco y monóxido de carbono: Los gases sencíllos óxido nítrico y 
monóxido de carbono son moléculas importantes de la senalización paracrh 
na en el sístema nervioso y en otros tipos celuíares. 

Neurotransmisores : Los neurotransmisores son pequeňas moléculas hi- 
drofílicas que transportan las seňales en las sinapsís entre ias neuronas o 
entre ía neurona y otras células diana. Muchos neurotransmisores se unen a 
canales iónícos reguiados por ligando. 

Hormonas peptidicas y factores de crecimíento : El tipo de moléculas se- 
ňalízadoras más amplío y variado en los animales tienen carácter peptidico y 
oscilan entre unos pocos hasta más de cien aminoácidos. Ešte grupo de 
moléculas incluye a las hormonas peptidicas, a los neuropéptidos y a los 
factores de crecímiento. 


Eicosanoides: Los eicosanoides son un tipo de íípidos que íntervienen en Ja 
senalización paracrina y autocrina. 

Hormonas vegetales ; Unes moléculas pequeňas, conocidas como hormo¬ 
nas vegetales, regulan el crecimíento y el desarrollo de la planta. 
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FUNCIONES DE LOS RECEPTORES DE LA SUPERFICIE CELULAR 

Receptores asociados a proteínas G: La m ayor família de receptores de la 
superficie celular, que incluye a los receptores de muchas hormonas y neu¬ 
rčí ransmisores, transmite las senales a las dianas tntracelulares a través de 
ta accíón de proteínas G. 

Receptores proteína-tirosina quinasas: Los receptores para la mayoría 
de los factores de crecimíenfo son proteína-tirosina quinasas. 

Receptores de citoquinas y proteína-tirosina quinasas no receptores: 

Los receptores para muchas citoquinas actúan en asociación con proteína- 
tirosina quinasas no receptoras. 

Receptores asociados a otras actividades enzimäticas : Otro ti po de re- 

ceptores de la superficie celular incluyen a las proteína-tirosina fosfatasas, a 
las proteŕna-serina/treonina quinasas, y a las guanilato cíclasas. 

VÍAS DE TRANSDUCCIÓN INTRAGELULAR DE SENALES 

Via dei AMPc: segundos mensajeros y ta fosforiiación de proteínas: El 

AM P cíclíco es un segundo mensajero importante en la respuesta de las 
células animales a diversidad de hormonas y a moléculas olorosas. La ma- 
yoría de las acciones dei AMPc están mediadas por la proteína quinasa A. 
que fosforila tanto a enzimas metabólicas como al factor de transcripcíón 
CREB. 

GMP cíciico: El GMP cíclíco también es un segundo mensajero importante 
en las células anímaies. Su papel mejor caracterizado es en la recepción 
visual en el ojo de vertebrados. 

Fosfoiípidos y Ca 24 ; Los fosfolípidos y el Ca ž+ son segundos mensajeros 
comunes, que se activan con posterioridad (ďon/nsŕream) a los receptores 
asociados a proteínas G y a Jas proteína quinasas. La hidrótisis dei fosfa- 
tidil mosítol 4 f 5 bítosfato (PIP 2 ) da lugar al diacilglicerol y al inositol 1,4 t 5, 
trifosfato (IP 3 ) que, respectivamente, activan a la proteína quinasa C y 
movilizan el Ca 34 de los reservorios intracelulares. Los niveles eievados 
de Ca 2+ intracelular activan varias proteínas diana, incluyendo a las pro- 
teína quinasas dependientes de Ca 24 /calmodulina. En las células excita- 
bles eléctricamente dei músculo y dei sistema nervioso, e! nivel dei Ca 2+ 
citosólico aumenta al abrirse los canales de Ca 24 regulados por voltaje en 
!a membrána plasmätica y los receptores de rianodina en e! retículo sar- 
coplásmico y endoplásmico. El P\P 2t además de ser hidrolízado a IP 3 y 
diacilglicerol, puede ser fosforitado dando lugar a un segundo mensajero 
distinto: et PIP 3 . Esto conlleva la activación de la proteína-serina/treonína 
quinasa Akt, que juega un papel fundamentaf en la supervivencia celular. 

Ras t Raf y vía de tas quinasas MAP: La vía de las quinasas MAP es una 
cadena de proteína quinasas conservada, que se activa a partir de varias 
senales extracelulares. En las células animales, las formas mejor caracten 
Ras, que inicia la cascada de proteína quinasas que conduce a la activación 
de ia quinasa MAP (ERK). Entonces, ERK fosforila a varias proteínas citosó- 
licas y nucfeares, incluyendo a factores de transcripción que inducen la ex- 
presión de genes tempranos inmediatos. Otras vías de las MAP quinasas 
medián respuestas de las células de mamíferos a la inflamación y el estrés. 
Los componentes de las vías de las MAP quinasas están organizados por 
tas proteínas scaffold, que juegan un papel importante en mantener la espe- 
dfícidad de la sehalización de las MAP quinasas. 
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GMP cíciico (GMPc). rodopsina. 
transducina, fosfodíesterasa de GMPc 


fosfatídil inositol 4,5 bifosfato (PIPJ, 
fosfolipasa C, diacilglicerol, inositol 

1.4.5 trifosfato (IP 3 ), proteína quinasa C, 
é ste r de forbol, calmodulína, CaM 
quinasa, receptor de rianodina, fosfatídil 
inosítido (PI) 3 quinasa, fosfatídil inositol 

3.4.5 trifosfato (PIP 3 ), Akt 


quinasa MAP, ERK, Ras. Raf, MEK, factor 
de intercambio de nueleótidos de 
guanina, proteína actiuadora de la 
GTPasa, proteína pequeňa de unión a 
GTP, gen temprano inmediato, elemente 
de respuesta al suero (SRE), factor de 
respuesta al suero (SRF), Elk-f, 
proteínas s caffoíd 



586 • S e c c i ó n IV • Regulación celular 


Via JAK/STAT, p rote i na STAT 


FAK 


Rho, Rac, Cdc4Z 


Hedgehog, Wnt 


Note h 


muerte celular programada, apoptosis T 
caspasa, Bcl-2, IAP, apoptosoma 


facto r d e necrosis t u mora I (TN F) 


Via JAK/STAT: Las proteínas STAT son factores de transcripción que con- 
tienen dominios SH2, y que son activadas directamente por proteína-tirosina 
quinasas asociadas a receptores de cttoquinas y a receptores de factores de 
crecimiento 


TRANSDUCCIÓN DE SEŇALES Y CITOESQUELETO 

fntegrinas y transducción de seňales: La uníón de Jas integrinas a la ma- 
triz extracelular estimula las proteína-tirosina quinasas no receptoras FAK y 
Src, dando lugar a la activadón de la fosfolipasa C. la PI3-quinasa y las vŕas 
de seňalización Ras/Raf/ERK, 

Regulación del citoesqueleto de Actina: Los factores de crecimiento indu- 
cen alteraciones en el movimiento y en la forma celular mediante la remode- 
lación de! citoesqueleto de actina. Estas alteraciones del citoesqueleto se 
producen a través de míembros de la subfamilia Rho de proteínas pequeňas 
de uníón a GTP. 


SEŇALIZACIÓN EN EL DESARROLLO Y EN LA DIFERENCIACIÓN 

Via del receptor tirosina quinasa/Ras/ERK en Drosophifa y C, elegans. 

E! papel de la vŕa Ras/Raf/quinasa MAP en el desarro!lo se ha dílucídado a 
partir de estudios de la diferenciación de neuronas ťotorreceptoras en Dro- 
sophila y de la inducción de la vulva en C. elegans. 

Hedgehog y Wnt Las vías de seňalización de Hedgehog y Wnt desempe- 
ňan un pape! dave en la determinación de! destino celular y en la generación 
del patrón celular tanto en los embriones de invertebrados como de los verte- 
brados. 

Seňalización porNotch: La vía de Notch controla el destino celular a través 
de interacciones directas céiula-célula durante el desarrollo animai. 


REGULACIÓN DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA 

Caspasas y apoptosis : La muerte celular programada desempeňa u n pa¬ 
pel fundamental tanto en el mantenimlento de los tejidos adultos como en el 
desarrollo embňonario. A diferencia de la muerte celular accidental debido a 
una lesión aguda n la muerte celular programada tiene lugar mediante el pro- 
ceso activo de la apoptosis. Los genes responsables de la regulación y eje- 
cución de la apoptosis se han conservado desde C. elegans hasta los huma- 
nos, Estos componentes de la maquinaria de la muerte celular incluyen a 
una família de proteasas (caspasas), que son los efectores de la apoptosis, 
así como a proteínas que regulan la actívación de las caspasas. En las célu- 
las de mamífero, la liberación de citocromo c desde las mitocondrías juega 
un papel clave en la iníciacíón de la activadón de las caspasas. 

Receptores implieados en la muerte celular y activadón de las caspa¬ 
sas: Algunos polipéptidossecretados inducen Ja muerte celular programada 
mediante la actívación de receptores que están unidos directamente a las 
caspasas, 

Seňalización de ta supervivencia celular: Muchas células dependen de 
seňales de supervivencia, generadas por factores secretados o por contac- 
tos célula-célula, que suprimen fa apoptosis. La vía PI3 quinasa/Akt es una 
vía de seňalización principál, responsable de promover la supervivencia de 
la célula. 
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Preguntas 

1. ^En qué se diferencia (a seňalización 
paracrina de la endocrina? 

2. ŕ, Po r qué i a mayoría de los ti p os celu- 
lares no empiean la seňalización autocri- 
na para estimular !a proliferación celular? 

3. i En qué dífieren Ja seňalización por 
moléculas sena! hidrofóbicas, como las 
hormonas esteroídicas, de la seňalización 
por moléculas seňal hidrofílicas, como las 
hormonas proteicas? 

4. ^Cómo actúa la aspirina para reducir la 
inťlamacpón y la coagulacŕón sanguínea? 

5. La proliferación de las células tiroi- 
deas es estimufada por hormonas que ac- 
tivan un receptor asoclado a G 5 . ^Cómo 
afectarán los inhibidores de la AMPc fos- 
fodi es terasa a la proliferación d e estas cé- 
lulas? 

6. El receptor de !a epinefrina e stá aso- 
cíado a G.., mientras que el receptor de la 
acetileolina (en las células del músculo 
cardiaco) está asociado a G,. Supón que 
tienes que construir una molécula recom- 
binante que contenga las secuencias ex- 
tracelufares del receptor de la epinefrina 
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L a capacidad de autqrreproducirse probablemente sea LA CARACTERÍSTl- 
ca fundamental de las células —al igual que pôdna dedrse de los seres 
vivos— Todas las células se reproducen mediante su división en dos, 
cada célula parental dando lugar a dos células hijas al final de cada ciclo de 
división celular. Estas células hijas, a su vez pueden crecer y dividirse, dando 
lugar a una población celular a partir del crecimiento y la división de una única 
célula parental y de su progenie. En el caso más sencillo, estos ciclos de creci¬ 
miento y división permiíen a una única baeteria, tras la incubación, durante una 
noche T en una placa de agar con medio provisto de nutrientes, formar una 
colonia constituida po r una progenie de millones de células. En u n caso más 
complejo, ciclos repetídos de crecimiento y división celular suponen el desa- 
rrollo de una célula huevo fecundada, dando lugar a las más de 10 13 células 
que componen el cuerpo humano. 

La división de todas las células ha de ser finamente regulada y coordinada 
con el crecimiento celular y con la replicación del ADN T para asegurar la forma- 
ción de una progenie de células que contengan sus genomas completos En las 
células eucariotas, ľa progresión a lo largo del ciclo celular la controla una šerie 
de proteína quínasas que se han conservado desde las levaduras hasta los 
mamíferos. En los eucariotas superiores, esta maquinaria deľ ciclo celular a su 
vez está regulada por los factores de crecimiento que controlan la proliferación 
celular, lo que permite coordinar la división de las células individuales con las 
necesidades del organismo como un todo. No debe extraňar que las alteracio- 
nes en la regulación del cicio celular sean una causa frecuente de la prolifera¬ 
ción anormaf de las células cancerosas; por tanto r los estudios acerca del ciclo 
celular y del cáncer se han solapado, de igual manera que están relacionados 
los estudios acerca del cáncer y de las vías de seňalizacíón celutar como se vio 
en e! Capítulo 13. 


Ciclo celular eucariota 

El ciclo de la división de la mayoría de las células consiste en cuatro procesos 
caordinados: crecimiento celular, replicación del ADN, distribución de fos cro- 
mosomas duplicados a las células hijas y división celular. En las bacterías, el 
crecimiento celular y la replicación del ADN tienen lugar durante la mayor parte 
del ciclo celular, y los cromosomas duplicados se distribuyen a las células hijas 
asociados a la membrána plasmática. Sin embargo, en los eucariotas el ciclo 
celular es más complejo y consiste en cuatro fases díferenciadas, Aunque el 
crecimiento celular suele ser un proceso contínuo, el ADN se sintetiza sólo du- 
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raňte una fase del ciclo celular y, entonces, los cromosomas replicados se distrí- 
buyen a los núcleos hijos mediante una compleja šerie de procesos que prece- 
den a la división celular. La progresión a través de estas etapas del ciclo celular 
está controlada mediante un sístema regulador conservado, que no sólo coordí- 
na los diferentes procesos det ciclo celular síno que también acopla e! ciclo 
celular con las seňales extracelulares que controlan la proliferación celular; 


Fase s del ciclo celular 


Figúra 14.1 

Fases del ciclo celular El ciclo de divi¬ 
sión de la mayoría de las células euca- 
riotas s e div ide en cuatro fases diferen- 
ciadas; M, G 1( S y G 2 . A la fase M 
(mitosis) le suele seguir la citocinesis. La 
fase S es el periodo durante el que tiene 
lugar la replicacíón del ADN, La célula 
crece durante la interfase, que íncluye a 
las fases G 1h S y G 2 . La duracŕón de las 
fases del ciclo celular que se muestran 
aquí es característica de las células de 
proliferación rápida de mamŕfero. 



Un ciclo celular eucariota típico es el de las células humanas en cultivo, que se 
dividen aproximadamente cada 24 horas, Visto al microscopío. el ciclo celular 
se divide en dos etapas fundamentales; mitosis e interfase La mitosis (divi¬ 
sión del núcleo) es la etapa más llamativa del ciclo, que corresponde a la sepa- 
ración de los cromosomas hijos y termina, generalmente, en la división celular 
(citocinesis). Sin embargo, la mitosis y la citocinesis duran cerca de una hora 
por lo que aproximadamente el 95% del ciclo celular transcurre en la interfase 
—el intervale entre dos mitosis—. Durante la interfase los cromosomas se des- 
condensan y se distribuyen por el núcleo, por lo que el núcleo presenta un as- 
pecto uniforme. Sin embargo, a nivel molecular, en la interfase es cuando ocu- 
rren el crecimiento celular y la replicacíón del ADN de manera sucesiva, lo que 
deja a la célula preparada para la división. 

La célula crece a un ritmo continuado durante la interfase, y la mayoría de 
las células duplican su tamaho entre una mitosis y la slguiente. En eambio, el 
ADN sólo se sintetiza durante una parte de la interfase. Asi, la duración de la 
síntesis del ADN divide el ciclo de las células eucaríotas en cuatro fases diferen- 
dadas (Fig. 14.1}, La fase M del ciclo corresponde a la mitosis, a la que suele 
seguir la citocinesis. A esta fase le sigue la fase G 1 (gapl), que corresponde al 
intervalo { gap ) entre la mitosis y ei comienzo de la replicacíón del ADN, Durante 
G t la célula es metabólicamente activa y está creciendo, pero no se repltca su 
ADN. Seguidamente tiene lugar la fase S (síntesis), durante la que se produce 
la replicacíón del ADN. Tras finalízar la síntesis del ADN se produce la 
fase G 2 , durante la que prosígue el crecimiento de la célu- 
la y en la que se sintetizan proteínas en preparación para 
la mitosis. 

La duración de estas fases del ciclo celular varia consi- 
derablemente según los distintos tipos de células. Para 
una célula de proliferación rápida humana típica, con una 
duración total del ciclo de 24 horas f la fase G ] dura unas 
11 horas, la fase S unas 8 horas, G 2 cerca de 4 horas y M 
una hora, aproximadamente. Sin embargo, otras tipos ce- 
lufares pueden dividirse más rápidamente. Las levaduras 
en gemación, por ejemplo, atraviesan las cuatro fases del 
ciclo celular sólo en unos 90 minutos. Incluso, en células 
embrionarías tempranas tras la fecundacíón del óvulo tie- 
nen lugar ciclos celulares más cortos (30 minutos o me- 
nos) (Fíg. 14,2}* Pero en ešte caso no se produce creci- 
miento celular, Por el contrario, mediante estos ciclos 
celulares en el embbón temprano ef cítoplasma del huevo 
se divide rápidamente en células más pequeňas. En estos 
ciclos celulares en el embrión temprano no hay fase G, ni 
G 2i y ef ADN se replíca rápidamente, por lo que consisten 
en fases S muy cortas alternando con fases M. 

A diferencia de la rápida proliferación en las células 
embrionarías, algunas células del animal adulto cesan por 
completo su división {p. ej,, las células nerviosas) y mu- 
chas otras células sólo se dividen ocasíonalmente, cuan¬ 
do es necesario reemplazar la pérdida de las células debi- 
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Figúra 14.2 

Ciclos de las células embrionarias. Los 

c í clos de las células embrionarias tempra- 
nas dan lugar a la división rápida del cíto- 
plasma del huevo en células más peque- 
ňas, Las células no crecen durante estos 
ciclos, los cuales carecen de G t y de G^, y 
consisten simplemente en ta alternancia 
d e cortas fases S con fases M. 


do a una lesión o a la muerte celular. Entre ešte último tipo de células se inclu- 
yen a los fibrobiastos de la piel, asi como a las células de muchos órganos 
internos, como el hŕgado, el riňón y el pulmón. Como se tratará más adeiante en 
la sección siguiente, estas células salen de para entrar en un estado de 
reposo del ciclo denominado G 0 , en el que permanecen activas metabólicamen- 
te pero no proliferan a no ser que sean requeridas para ello mediante las sena- 
les extracelulares apropiadas. 

El análisis del cícío celular requíere que las células se identifiquen en las 
(jjfefentes etapas indicadas anteriormente. Aunque las células mitóticas se pue¬ 
den distínguir al mieroscopio, las células en las otras fases del ciclo (G í? S y G 2 ) 
han de ser identificadas mediante criterios bioquímicos. Las células en la tase S 
pueden identificarse fácilmente porque incorporan timídma radiactiva, lacual se 
usa exclusivamente en la síntesis del ADN (Fig, 14.3). Por ejemplo, si una po- 
blación de células humanas en culíivo, que proliferan rápidamente, se expone a 
timidina radiactiva durante un período corto de tiempo (p. ej., 15 minutos) y a 
continuación se analiza por autorradiografŕa, se encontrará que cerca de la ter- 
cera parte de las células están marcadas radiactívamente, lo que corresponde- 
ría a la fracción de células en fase S. 

Tambíén se pueden utitizar variantes de estos experimentos de marcaje ce¬ 
lular para determinar la duradón de las diferentes etapas del ciclo celular. Por 
ejemplo, consideremos un experimento en el que las células se exponen a timi- 
dina radiactiva durante 15 minutos, tras lo cual se retira la timidina radiactiva y 
se cultivan las células durante diferentes intervalos de tiempo antes de reallzar 
!a autorradiografía. Las células interfásicas marcadas radiactivamente, que se 



Figúra 14.3 

Identíficación de células en fase S mediante la incor- 
poración de timidina radiactiva. Las células fueron 
expuestas a timidina radiactiva y se analizaron por auto¬ 
rradiografŕa. Las flechas indican las células marcadas. (A 
partir de D.W. Stacey et aľ, 1991, Mol Celi Bioí. 11: 
4.053.) 










594 • Sección IV • Regulación celular 


2n 4 n 

Cantidad de ADN por célula 



Figúra 14.4 

Determinación de la cantidad de ADN 

celular. Una población de células se 
marca con una tinción fluorescente que 
se une al ADN, Entonces se hace pasar a 
las células por un citofluorímetro de flujo, 
que mide la intensidad de la fluorescen¬ 
cia en las células individuales. Los datos 
se representan como el numero de célu- 
las frente a la intensidad de la fluorescen¬ 
cia. que es proporcional a la cantidad de 
ADN, La distribudón muestra dos picos, 
que corresponden a las células con un 
contenido de ADN de 2 n y de 4n; estas 
células están en las fases G T y G^/M del 
ciclo, respectivamente. Las células en la 
fase S tienen una cantidad de ADN entre 
2 n y 4n, y se dístribuyen entre los dos 
picos. 


hubieran encontrado en fase S durante el tiempo que duró la exposíción a tímidi- 
na radiactiva, se observarán durante varias horas, mientras avanzan a través 
del resto de la fase S y de la fase G 2 . Sin embargo, no se observarán células 
mitóticas marcadas radíactivamente hasta 4 horas después del marcaje, Ešte 
lapso de 4 horas corresponde a la duración de G 2 —el tiempo mínimo que se 
requiere para que una célula que íncorporó la timidina radiactiva al final de la 
fase S entre en mitosis. 

También se pueden distinguir las células en las diferentes etapas del ciclo 
celular en función de su cantidad de ADN (Fig. 14.4), Por ejemplo, las células 
animalesen G t son diploídes (contienen dos copiasde cadacromosoma), por lo 
que se dice que su cantidad de ADN es 2 n (se desígna por n al contenido de 
ADN haploide en el genoma), Durante la fase S, mediante la replicación se 
aumenta la cantidad de ADN de fa célula de 2 n a 4í por lo que las células en 
fase S tendrán una cantidad de ADN entre 2n y 4n, El contenido de ADN se 
mantiene en 4n en las células en G 2 y en M, y se reduce a 2ntras la citocinesis. 
La cantidad de ADN celular se puede determínar experimentalmente incubando 
las células con una tinción fiuorescente que se una al ADN, y posteriormente 
analizando la intensidad de la fluorescencia en las células individuales por cito- 
metria de flujo o mediante un separador celufar de fluorescencia; de esta 
manera se distinguen las células en las fases G,, S y G 2 /M del ciclo celular. 

Regulación del ciclo celular por el crecimiento celular 
y por seňates extracelulares 

La progresión de las células a través del ciclo de divisíón celular se regula por 
seňales extracelulares del medio, asŕ como por seňales internas que supervisan y 
coordinan los diversos procesos que tienen lugar durante las diferentes fases del 
ciclo celular. Un ejemplo de la regulación del ciclo celular por seňales extracelula¬ 
res lo proporciona el efecto de los factores de crecimiento sobre la proliferadon 
de las células animales. Además, diversos procesos celulares como el crecimien¬ 
to celular, la replicación del ADN y la mitosis, han de coordinarse durante ef trans- 
eurso del ciclo celular. Esto se consigue mediante una šerie de puntos de con- 
trol que regulan la progresión a través de las diferentes fases del ciclo celular, 
Uno de los puntos de regulación princípales del ciclo celular, en muchos 
tipos celulares. se encuentra avanzada la fase G t y controla el paso de G^ a S. 
Ešte punto de regulación se definió por primera vez en estudios de la levadura 
de gemación (Saccharomyces c&revisiae ) T donde se le conoce como ŠTART 
(Fig. 14.5). Una vez que las células han rebasadoel ŠTART, quedan determina- 
das a entrar en la fase S y a sufrir un ciclo de divísión celular. Sin embargo, 
rebasar el punto ŠTART es un proceso que está finamente regulado en el ciclo 
ceiular de la levadura, siendo controlado a través de seňales externas, como la 
disponibilidad de nutrientes, y por el tamaňo celular. Por ejemplo, si las levadu- 
ras se enfrentan a una carencia de nutrientes, paran su ciclo celular en ŠTART 
y entran en un estado de reposo en vez de proseguir a la fase S, Asi, ŠTART 
supone un punto de decisión en el que la célula determina si hay suficientes 
nutrientes disponibles para avanzar a través del resto del ciclo ceiular. Los fac¬ 
tores polipeptídicos que intervienen como seňales para el apareamíento de las 
levaduras también detienen el ciclo celular en ŠTART, lo que permite fusionarse 
a las células de levadura hapíoides en vez de proseguir a la fase S 

Además de servir como un punto de decisión para supervísar seňales extra¬ 
celulares, ŠTART es el punto en el que se coordina el crecimiento de la célula 
con la replicación del ADN y con la divísión celular. La importancia de esta regu- 
íacíón se muestra de manera evidente en las levaduras de gemación, en las que 
la divísión celular da lugar a una progenie de células de distintos tamaňos: una 
célula madre grande y una célula hija pequeňa. Para que las células de la leva¬ 
dura mantengan un tamaňo constante T la célula hija pequeňa debe crecer hasta 
alcanzar un tamaňo mayor al de la célula madre, antes de volver a dívidirse. Por 
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lo tanto, se ha de controiar el tamaňo de la célula para poder coordinar el crecL 
miento celular con los otros procesos del ciclo celular Esta regulación se realiza 
mediante un mecanismo de control que requiere que la célula alcance un tama- 
no mínimo para poder rebasar el ŠTART. Por lo tanto, la célula hija pequeňa 
paša más tiem po en G, y crece más que la célula madre. 

La proliferación de la mayoría de las células animales también se regula en 
la fase G ] del ciclo celular, Concretamente, un punto de decísión de la G^ avan- 
zada, denominado punto de restricción en las células animales, funciona de 
maneraanálogaa como lo hace ŠTART en las levaduras (Fig. 14,6). Sin embar¬ 
go, a diferencia de las levaduras, el paso de las células animales a través del 
ciclo celular se regula, principalmente, por factores de crecimiento extracelula* 
res que son seňales de proliferación celular, en vez de por la disponibtlidad de 
nutrientes. En presencía de los factores de crecimiento apropiados, las células 
atraviesan el punto de restricción y entran en la fase S. Una vez que la célula ha 
rebasado el punto de restricción, queda determtnada a proseguir a través de la 
fase S y del reste del ciclo celular, íncluso en ausencia de la estimulación por los 
factores de crecimiento. Por otro lado, si los factores de crecimiento adecuados 
no están disponibles en G,, la progreslón a través del ciclo celular se para en el 
punto de restricción. La célula entra en un estado en reposo del ciclo celular 
denominado G 0 en el que puede permanecer indefinidamente sin proliferar. Las 
células en G 0 son metabólicamente actívas aunque cesa su crecimiento y su 
ritmo de síntesis de las proteínas es menor. Como ya se ha comentado, muchas 
células en los animales permanecen en G 0 hasta que son inducidas a proliferar 
por los factores de crecimiento apropiados o por otras seňales extracelulares. 
Por ejemplo, los fíbroblastos de la piel se mantienen detenidos en G 0 hasta que 
se les estimula a dividirse para reparar el daňo causado por una herida. La 
proliferación de estas células se activa por el factor de crecimiento derivado de 
las plaquetas, que es liberado por las plaquetas de la sangre durante la coagu- 
lación sangumea y actúa como una seňal para la proliferación de los fibroblas- 
tos en la proximidad del tejído daňado, 

Aunque la proliferación de la mayoría de las células se regula en G,, algunos 
ciclos celuiares se controlan, en eambio, en G 2 , Un ejemplo de esto es el ciclo 

Figúra 14.6 

Regulación del ciclo de las células animales por factores de crecimiento- La 

disponibilidad de factores de crecimiento Controls el ciclo de la célula amma! en un punto 
de la fase G 1 avanzada, denominado punto de restricción, Si los factores de crecimiento 
no están disponibles durante G h las células entran en un estado en reposo del ciclo 
denominado G 0 . 
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Figúra 14.5 

Regulación del ciclo celular de la leva* 
dura de gemación. (A) El ciclo celular de 

Saccharomyces cerevisiae se regula prin¬ 
cipalmente en un punto de la fase G., 
avanzada. denominado ŠTART, E! paso 
por ŠTART estä Controls do por la disponi- 
bilidad de nutrientes. de factores de apa- 
reamiento y por el tamaňo celular. Cbe 
desiaca r que estas levaduras se div ide n 
por gemación. Las yemas se generan justo 
después de ŠTART y continúan creciendo 
hasta que se s e para n de la célula madre 
tras la mitosis La célula hija que se forma a 
partir de la yema es más pequeňa que la 
célula madre y, por tanto. requiere más 
tiempo para crecer durante ta fase G, del 
siguiente ciclo celular. Aunque las fases G, 
y S tienen lugar de manera normál, el huso 
mitótico comienza a formarse durante la 
fase S. por lo que el ciclo celular de la le- 
vadura de gemación earece de una fase 
G ? diferenetada, (B) Micrografía al micros- 
copio electrónlco de barrido de S, c&mvi- 
siae, El tamaňo de la yema reíleja la situa- 
clôn de la célula en el ciclo. (B, Dávid M, 
PhilipsA/ísuals Unlimited.) 
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Figúra 14 J 

Ciclo celular de la levadura de fisión. 

(A) Las levaduras de fisión crecen por sus 
exíremos. y se dividen formando una pa- 
red que atraviesa la zóna média de la cé- 
lula, A diferencia del ciclo de las levaduras 
de gemación, el ciclo celular de las leva¬ 
duras de fisión tiene fases G r , S t 0 ? y M 
normales. Gabe destacar que la dtocine- 
sis tiene lugar en G t . La longitud de la cé- 
lula indica su situación en el ciclo. (B) Mi- 
crografías al microscopio óptico que 
muestran sucesivos estadios de la mitosis 
y de la citoeinesís. (B, cortesía de C.F. Ro- 
binow, University of Western Ontario.) 


Figúra 14,8 

Puntos de control def ciclo celular. Va¬ 
ri os puntos de control funcionan para ase- 
gurar que los genoma s completos se 
transmiten a las células hijas* Un punto 
de control fundamental detiene las célu¬ 
las en G. : , en respuesta al ADN daňado o 
que no haya sido replicado. La presencia 
de ADN daňado también provoca que el 
ciclo celular se detenga en u n punto de 
control en G,. Otro punto de control en la 
fase M detiene la mitosis si los cromoso- 
mas no están correctamente alineados 
en ef huso mitótíco. 
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celular de la levadura de fisión Schizosaccharomyces pombe( Fig. 14.7). A dife¬ 
rencia de Saccharomyces cerevisiae , el ciclo celular de S, pombe se regula 
básicamente a través del control del paso de G 2 a M, que es el punto principál 
en el que es supervisado el tamano celular y la disponíbilidad de nutrientes. En 
los animales, el ejemplo más característico de control del ciclo celular en G 2 lo 
proporcionan los oocitos. Los oocitos de los vertebrados pueden permanecer 
detenidos en G 2 durante largos períodos de tiempo {varias décadas en eJ ser 
humano) hasta que se activa su paso a la fase M, por la estimulación hormonal. 
De esta manera, las seňales extracelulares pueden controlar la proliferacíón celu¬ 
lar regulando el paso de las fases G 2 aM asi como de G 1 a S del ciclo celular. 

Pimtos de control del ciclo celular 

Los mecanismos de control tratados en la sección anterior regulan la progresión 
del ciclo celular en respuesta al tamano celular y a seňales extracelulares, como 
los nutrientes o los factores de crecimiento. Pero además, los sucesos que tie- 
nen lugar durante tas diferentes etapas del ciclo celular han de coordínarse en- 
tre $í de tal manera que ocurran en el orden adecuado. Por ejemplo, es de la 
mayor importancia que la célula no entre en mitosis hasta que haya finalizado la 
replicación del genoma. De lo contrario se produciría una dívisión celular desas- 
trosa, en la que las células hijas no heredarían una copia compíeta del materiál 
genétíco, En la mayorŕa de las células, esta coordinación entre las diferentes 
fases del ciclo celular depende de un sistema puntos de control que previenen 
la entrada en la síguiente fase del ciclo celular hasta que los eventos de la fase 
precedenie hayan sido eompletados. 

Varios puntos de control del ciclo celular funcionan para asegurar que los 
cromosomas incompletos o daňados no sean replicados y transmitidos a las 
células hijas (Fig. 14.8). Estos puntos de control detectan el ADN no replicado o 
daňado y coordinan la progresión def ciclo celular con la compleción de la repli¬ 
cación o reparación del ADN. Por ejemplo, el punto de control en G 2 prevíene la 
inicíacíón de la mitosis hasta que se haya completado la replicación del ADN, 
Ešte punto de control en G 2 detecta al ADN sln replicar, fo que genera una seňal 
que da lugar a la detención del ciclo celular, Por lo tanto, la operación del punto 
de control en G P prevíene la inidación de la tase IVI antes de la compleción de la 
fase S, de modo que las células permanecen en G 2 hasta que el genoma se 
haya replicado por completo. Sólo entonces se alívia la inhibición de la progre- 
sión en G ?1 permitiendo a la célula tnicíar la mitosis y distríbuir los cromosomas 
completamente replicados entre las células hijas. Ademäs de detecta r el ADN 
no replicado, el punto de control en G ŕ , detecta el ADN daňado, como el resuf- 
tante de la radiación. Si se detecta daňo del ADN, la detención en el punto de 
control proporciona el tiempo necesario para la reparación del daňo, en lugar de 
transmitirse a las células hijas. 

El ADN daňado no sólo detiene el ciclo celular en G 2S sino también en puntos 
de control en las fases G, y S. La detención en el punto de control de G^ permite 
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ADN danado o no replicado 




Proteínas 



Detención del cido celular 


Figúra 14,9 

Detención del ciclo celular en los pun- 
tos de control de S y G 2 . Un comple- 
jo de proteínas sensoras se une al ADN 
daňado o no replicado y activan a ias pro- 
teína quinasas ATM y ATR, ATM y ATR a 
su vez fosforílan y activan a Ias p rote í na 
quinasas Chk2 y Chkl, respectivamente, 
dando lugar a la detención del ciclo celu- 
tar. 


la reparación antes de que ia céfula entre en la fase S, en la que se replicaría el 
ADN daňado El punto de control de la fase S proporciona una monitorización 
continua de la integridad del ADN, para asegurar que el ADN daňado es repara- 
do antes de su replicación, Además, el punto de control de la fase S proporciona 
un monitor del control de calídad, que estimula la reparación de cuaiquier error 
que pueda ocurrir durante la replicación del ADN, como la incorporación de 
bases incorrectas o ia replicación incompleta de segmentos de ADN. 

La detención del ciclo celular en los puntos de control de G v S, y Q 2 está 
iniciada por un complejo de proteínas que se unen al ADN daňado o sin replicar 
(Fíg. 14.9). Estas proteínas (que todavŕa no están completamente caracteňza- 
das) son los sensores del ADN daňado, y sirven para activar una vía de seňafi- 
zación que desencadena no sólo la detención del ciclo celular, sino tambíén la 
activación de la reparación del ADN y, en algunos casos, la muerte celular pro- 
gramada. Las dianas inmediatas de las proteínas sensoras son dos proteínas 
quinasas relacionadas, denominadas ATM y ATR, que se activan en respuesta 
al ADN danado. Estas proteínas fueron identifícadas Inicialmente porque las 
mutacíones en el gen que codifica a ATM son responsables de la enfermedad 
ataxia telangiectasía, que resulta en defectos en los sistemas nervíoso e inmu- 
nológieo, además de una elevada frecuencia de cáncer en los individuos afecta- 
dos. Después, ATR fue ídentiíicada como una proteína estrechamente relacio- 
nada con ATM. Una vez acttvadas, ATM y ATR fosforílan y activan a las 
quinasas Chk2 y Chk1 T respectivamente. Chkl y Chk2 t a su vez fosforílan a 
componentes del aparato regulador del ciclo celular, estudiado en la siguiente 
sección de ešte capítulo, para detener la progresión del ciclo celular. 

En las células de mamŕfero* la detención en el punto de control de está 
mediada por la acción de una proteína adicional conocída como p53. que es 
fosforilada por ATM además de por Chk2 (Fig. 14.10). La fosforilación estabiliza 
a p53, que de otro modo es degradada räpidamente, resultando en un aumento 
rápido en los niveles de p53 en respuesta al ADN daňado. La proteína p53 es un 
factor de transcripción, y ta elevacičn de su expresión desencadena ía induc- 
ción de genes diana que inducen la detención del cicío celular. Hay que subra- 
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ADN danado 

* 



Figúra 14,10 

Pape! de p53 en la detención en G r La proteŕna p53 juega un papel dave en ia deten- 
ción del ciclo celular en el punto de contro! G ,. La fosforilación por ATM y Chk2 estabiliza a 
p53, resultando en un incremento rápido de los niveles de p53 en respuesta al ADN daňa- 
do. La proteŕna p53 a continuadón índuce la expresión de genes que desencadenan la 
detención del delo celular. 


yar que el gen que eodiíica para p53 frecuentemente se encuentra mutado en 
cánceres humanos. La pérdida de la función de p53 como resultado de estas 
mutaciones, impide la detención en G, en respuesta al ADN danado, de modo 
que es replicado y transmítido a las células hijas, en iugar de ser reparado. La 
herencia de ešte ADN danado resulta en una elevación de la frecuencia de 
mutaciones y de la inestabilidad generál del genoma celular, lo que contribuye 
al desarrollo del cáncer. Las mutaciones del gen dep53son ía aiteración genéti- 
ca más común en los cánceres humanos (véase Cap. 15) Ť lo que ilusíra Ja im- 
portancia crítica de la regulación del cicio celular para la vída de los organismos 
multícelulares, 

Otro punto de control importante del ciclo celular, que mantiene la integridad 
del genoma, se localiza al fínaí de la mitosis (véase Fig. 14.8). Ešte punto de 
control supervisa que los cromosomas se alineen de manera correcta en el 
huso mítótico, lo que asegura que se distribuya u n juego completo de cromoso¬ 
mas a cada célula hija. Por ejempio, la alineación incorrecta de uno o más cro¬ 
mosomas en el huso mitótico provoca que la mitosis se detenga en la metafase, 
antes de la segregación de los cromosomas recién replieados a los núcleos de 
las células hijas. Gracías a ešte punto de controf, los cromosomas no se segre- 
gan hasta que se disponga de un juego completo de cromosomas para ser 
distribuido a cada célula híja. 

Restringir la replicación del ADN a una vez por ciclo celular 



GRC 




MCM ORC 







tmi 








El punto de control de G 2 impide la inicíación de la mitosis antes de !a comple- 
ción de la fase S Ť asegurando asi que el ADN replicado incompletamente no se 
transmita a las células hijas, También es importante asegurar que el genoma 
sólo se repltca una vez en cada ciclo celular. Asi, una vez que un segmento de 
ADN ha sído replicado durante la fase S, deben existir mecanismos de control 
que impidan la reiniciación de la replicación del ADN hasta que se haya comple- 
tado el ciclo celular y la célula haya pasado por la mitosis. Como se dijo en el 
Capŕtuío 5, las células de mamŕfero emplean miles de origenes para replicar su 
ADN, de modo que la iniciacíón de la replicación de cada uno de estos origenes 
debe ser cuidadosamente controlada, para que cada segmento del genoma só¬ 
lo se replique una vez durante la fase S de cada ciclo celular. 

El mecanismo molecular que restringe la replicación del ADN a una vez por 
ciclo celular ímplica 1a acción de una família de proteínas (denominadas proteí- 
nas MCM) que se unen a los origenes de replicación juntocon las proteínas del 
complejo del origen de replicación (ORC) (ver Fig. 5.16). Las proteínas MCM 
actúan como «factores licenciadores» que permiten que se inicie la replicación 
(Fig. 14.11) Su unión al ADN está regulada durante el ciclo celular, de modo 
que las proteínas MCM sólo son capaces de unirse a los origenes de replica- 


Figura 14.11 

Restricción de la replicación del ADN. La replicación del ADN se restringe a una vez por 

cada ciclo celular debido a las proteínas MCM, que se unen a los origenes de replicación 
junto con las proteínas ORC (complejo del origen de replicación) y que se requieren para ia 
inicíación de i a repíícación del ADN. Las proteínas MCMsoloson capaces d e unirse al ADN 
en G-,, lo que permite que la replicación del ADN comience en la fase S. Una vez que se ha 
productdo la iniciacíón, las proteínas MCM se desplazan, de tal manera que la replicación 
no se puede iniciar otra vez hasta después de la mitosis. 
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ción durante G,, permitiendo que se inicie la replicación del ADN cuando la 
célula entre en la fase S. Una vez que se ha producído la iníciación, las p rote í- 
nas MC M son desplazadas del origen, de forma que la replicación no puede 
iniciarse otra vez hasta que la célula pase por mitosis y entre en la fase G, del 
siguiente ciclo celular. Las proteína quinasas que regulan la progresión del ciclo 
celular (estudiadas en la siguiente sección de ešte capítulo) impiden que las 
proteínas MCM se asocien con el ADN durante las fases S, G 2 y M del ciclo 
celular mediante multiples mecantsmos que siguen sin conocerse por corripleío. 


Reguladores de la progresión del ciclo celular 

Uno de fos descubrimientos más interesantes de la pasada década ha sido el 
esclarecimiento de los mecanismos moleculares que controlan la progresión de 
las células eucaríotas a través del ciclo de división celular. Nuestro conocimien- 
to actuaf de la reguiación del ciclo celular se debe a la convergencia de resulta- 
dos obtenidos mediante experimentos con organismos tan distintos como las 
levaduras, erizos de mar, ranas y mamíferos. Estos estudíos han revelado que 
el ciclo celular de todos los eucariotas está controlado por un conjunto de proteí- 
na quinasas, conservado en los distintos organismos, que son las responsables 
de indueír el paso de un estado del ciclo celular a otro. 

MPF: un dímero de Cdc2 y cielim i 

Tres abordajes experimentales diferentes contribuyeron a identíficar las molé- 
culas dave responsables de la reguiación del ciclo celular. La primera de estas 
líneas de investigación íenía como base los estudios con oocitos de rana (Fig, 
14.12). Estos oocitos se detienen en la fase G 2 del ciclo celular hasta que se 
estímulan por hormonas, lo que induce su entrada en la fase M de la meiosis (!o 
que se tratará posteriormente en ešte Capítulo). En 1971, dos grupos de trabajo 
independientes (Yoshio Masui y Clement Marker, asi como Dennis Smíth y Ró¬ 
bert Ecker), descubríeron que se pódia inducira los oocitos detenidosen la fase 
G 2 a entrar en la fase M mediante la microinyección del cítoplasma de oocitos 
que hubieran sido estímulados hormonalmente, Por lo tanto, parenia que un 
factor citoplasmático presente en los oocitos tratados con hormonas era sufF 
ciente para inducir la transición de G 2 a M en aquellos oocitos que no habían 
sido expuesfos a las hormonas. Debido a que la entrada de los oocitos en meio¬ 
sis se conoce como maduradon de los oocitos, a ešte factor citoplasmático se 
le denominó factor promotor de la maduración {MPF). Sín embargo, estudios 
posteriores mostraron que la aetividad del MPF no $e restrínge a provocar la 
entrada de los oocitos en meiosis. Por el contrario, el MPF también se eneuen- 
tra en las células somáticas, donde induce la entrada a la fase M del ciclo mítóti- 
co. Por lo tanto, parecía que MPF, en vez de ser específico de los oocitos, era 
un regulador generál del paso de G 2 a M. 

El segundo abordaje para comprender la reguiación del ciclo celular fue el 
análisis genétíco de levaduras, del cual fueron pioneros Lee Hartwell y coL a 
principios de los aňos 70. Estudiando la levadura de gemación Saccharomyces 
cerevisiae , estos ínvestigadores identificaron mutantes sensibles a la tempera- 
tura que eran defectuosos en la progresión del ciclo celular. La característica 


Figúra i 4. í2 

Identificación del MPF. Los oocitos de rana se detienen en la fase G. del delo celular, 
y la hormona progesterona provoca su entrada en la fase M de la meiosis. En el experi¬ 
mente que aqut se ilustra, a los oocitos detenidos en G ? se les microinyectó cítoplasma 
extraído de oocitos que habían sufrido la transición de G,aM. Estatransferencia citoplas- 
matica indujo el paso de G Ľ a M en ausencia del estimulo hormonal, to que demostraba 
que era suficiente un factor citoplasmático (MPF) para inducir la entrada en la fase M de la 
meiosis. 
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Experimento clave 


Descubrimiento del MPF 


Control citoplasmático del comportamiento nuclear durante la maduración 
meiótica de los oocitos de rana 

Yoshio Masui y Clement L Markert 

Yale Universšty, New Haven, CT 

Journal o f Experimenta! Zoology, 1971, Volumen 177, pégs. 129-146 


Contexto 

Los trasplantes nucleares y los 
experimentos de fusión nuclear 
llevados a cabo en los aňos 60 
indicaban que los núcleos 
transferidos a las células en 
diferentes estados del delo celular 
mitótico adoptaban el 
comportamiento de la célula 
huésped. Por lo tanto, parecía ser 
que la actividad mitótica del núcleo 
era regulada por ef citoplasma. Sin 
embargo, el postulado de la 
existencia de factores 
dtoplasmátícos que controlaban la 
actividad mitótica del núcleo 
requería demostrarse mediante un 
abordaje experimental directo. E sta 
demostración la proporcionaron los 
estudios de Masui y Markert, que 
investigaron el papel de los factores 
dtoplasmátícos en ia regulación del 
comportamiento nuclear durante la 
meiosis de los oocitos de rana, 

V a rias características d e la 
meiosis de los oocitos de rana 
sugerían que esta era controlada 
por factores dtoplasmátícos. 
Concretamente, la meiosis de los 
oocitos de rana se detiene al final 
de la profase de la meiosis I. Eí 
tratamíento con ta hormona 
progesterona provoca la 
reanudación de la meiosis, lo que 
equivaíe al paso de G ? a M en las 
células somáticas. Entonces los 
oocitos sufren una segunda parada 
en la metafase de la meiosis II, 
donde permanecen hasta la 
fecundacióm Masui y Markert 
propusieron la hipótesls de que 
tanto fos efectos en la meiosis del 
tratamiento hormona! como los de 
la fecundación se debían a 
variaciones en el citoplasma que 
controlaban de manera šndirecta el 
comportamiento del núcleo. 
Comprobaron dlrectamente esta 
hipótesis transfiriendo el 


citoplasma de los oocitos 
estimulados con hormonas a los 
oocitos que no habian sido 
estimulados. Estos experimentos 
demostraron que un factor 
citoplasmático, que Masui y 
Markert denominaron factor 
promotor de la maduración (MPF), 
es el responsable de la inducción 
de la meiosis tras el tratamiento 
hormonal. 

Experimentos 

Debido a su gran tamaňo y a su 
capacidad de sobrevivír a la 
inyeccíón mediante micropipetas 
de chstal. los oocitos de rana 
constituían un sistema 
experimental adecuado para 
comprobar la actividad de los 
factores citoptasmáticos. El d i seno 
básico de los experimentos de 
Masui y Markert consistía en quitar 
el citoplasma de los oocitos 
donantes que habian sido tratados 
con progesterona para inducír la 
reanudación de la meiosis, 
Cantídades variables de ešte 
citoplasma se inyectaron en oocitos 
receptores que no habian sido 
tratados. El resultado clave fue que 
el citoplasma de los oocitos 
donantes que había sido retirado 
seis o más horas después del 
tratamiento hormonal indujo la 
reanudación de la meiosis en los 
receptores inyectados (véase 
Figúra). Por el contrario, la 
inyección del citoplasma de oocitos 
control que no habian sido 
expuestos a ia progesterona no 
tuvo efecto sobre los receptores. 
Por to tanto, parecía que los oocitos 
tratados con hormonas contenían 
un factor citoplasmático que pódia 
inducir la reanudación de ia meiosis 
en aquelios receptores que n unca 
habian sido expuestos a la 
progesterona. 



inyección del citoplasma (nl) 

Los oocrtos receptores se inyectaron con las 
cantídades que se indican de crtoptasma d e 
oocrtos que habian sido tratados con 
progesterona, El citoplasma donante se obtuvo 
d e la región centrál del oocito con una 
micropipeta (línea continua) o a partir de un 
homogeneizado de oocitos enteros (línea 
discontinua). Los resuítados se presentan como 
e! porcentaje d e oocitos inyectados en los que se 
indujo Ea reanudación de la meiosis. 

Los experimentos de control 
permítieron desechar la posibilidad de 
que fuera la propia progesterona el 
factor inductor de la meiosis en el 
citoplasma donante. En concreto, se 
demostró que la inyección de 
progesterona en oocitos receptores no 
inducŕa la meiosis. Sólo la aplicación 
externá de ia hormona es eficaz, lo que 
índica que la progesterona actúa sobre 
un receptor celular de la superficie 
activando a un factor citoplasmático 
diferente. Experimentos similares 
realizados independientemente por 
Dennis Srnith y Róbert Ecker (La 
ínteracción de los esteroides con los 
oocitos de Rana pipiens en la inducción 
de la maduración. Dev . BioĹ 25: 
232-247, 1971) condujeron a la misma 
conclusión. Es de destacar que la acción 
de la progesterona en ešte sistema 
difiere de su acción en la mayoría de las 
células, donde difunde a través de la 
membrána pfasmática y se une a un 
receptor intracelular (véase Cap, 13). 
Sin embargo, en los oocitos la 
progesterona actúa claramente sobre la 
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Descubrímiento def MPF (continuación) 


superficie celular, activando u n 
factor diferente en el citoplasma del 
oocito, Puesto que la reanudación 
de la meiosis del oocíto se conoce 
comun meňte como la maduración 
del oociío, Masuí y Markert 
acunaron el término «factor 
promotor de la maduración» para el 
reguíador de la meiosis recién 
descubierto. 

Impacto 

Tras su descubrimíento en los 
oocitos de rana, también se 
encontrô el MFF en las células 
somáticas, donde induce el paso 
de G ? a M en la mitosis. Por lo 
tanto, el M P F parecía ser u n 
reguíador generál de la entrada a la 
fase M tanto en e! ciclo celular 
meiótfco como mitótico, La 
puríficación definitíva del MPF de 
oocitos de rana en 1988, la 


genética de levaduras y los 
estudios en embriones de erizo de 
mar Ť convergíeron para revelar la 
identidad de ešte reguíador 
fundamental del ciclo celular. A 
saber, el MPF resultó ser un dímero 
constituido por la dclina B y la 
protefna quinasa Gdc2. Estudios 
posteriores han establecido que 
tanto la ciclina B como Cdc2 son 
miembros de familias grandes de 
proteínas; diferentes ciclmas y 
proteína quinasas relacionadas con 
Cdc2 fundonan de manera análoga 
a MPF en la regulación de otros 
pasos del ciclo celular. Por lo tanto, 
el descubrimíento de MPF en los 
oocitos de rana abríó el camino a la 
comprensión de! aparato reguíador 
del ciclo celular que se conserva en 
todos los eucariotas. 



Clement Markert 


principál de estos mutantes (denominados ede por mutantes del delo de dvi- 
síón celular) era que se detenía su crecímiento en determinados puntos del ciclo 
celular Por ejemplo, un mutante particularmente importante designado como 
cdc28 detenía el ciclo celular en ŠTART, lo que indieaba que se necesitaba la 
proteína Cdc28 para rebasar ešte puntocrítico de regulación en (Fig. 14.13). 
Paul Nurse y col. aislaron una colección similar de mutantes del ciclo celular en 
la levadura de físión Schizosaccharomyces pombe. Entre estos mutantes se 
encontraba cdc2 , que detenía el ciclo celular de S. pombe tanto en G 1 como en 


r 


Mutante cúc28 senstble a la temperatura 

_A_ 


Temperatura 

permisiva 


Célula hija 


Célula madra 



Temperatura 
no permisiva 



Figúra 74.13 

Propiedades de los mutantes cdc2B d e S. cerevisiae. El mutante sensible a la tempe¬ 
ratura cdc28 se replica normalmente a la temperatura perm i sivá. Si n embargo, a la tempe¬ 
ratura no permisiva la progresión a través del ciclo celular se bloquea en ŠTART. 
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Figúra 14. í4 

Acumulación y degradación de cieli¬ 
nas en los embriones del erizo de 
mar. Las cielinas fueron identiťicadas 
como proteínas que se acumulaban du¬ 
rante ia interfase y se degradaban rápida- 
mente hacía el final de la mitosis. 


MPF 



Figúra 14.15 

Estruclura del MPF. El MPF es un dí- 

mero constituido por la eiclina B y por la 
proteína quinasa Cdc2. 
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Mitosis 

Interfase 

Mitosis 

Interfase 

Mitosis 


Ti e m po 


el paso de G ? a M (que es el principál punto de regulación en la levadura de 
fisíón). Estudios posteríores mostraron que cdc28de S . cerevistae y cdc2 de S. 
pombe son genes funcionalmente homólogos, que se requieren para atravesar 
ŠTART asi como para enírar en mitosis en ambas especies de levaduras. Para 
evitar la confusíón de fa diferente nomenclatura entre S.cerevisiae y S. pombe , 
en ešte texte nos referiremos a la proteína eodifieada por ambos genes como 
Cdc2. Estudios poste riores de cdc2 proporeionaron información sobre dos as- 
pectos tmportantes, Primero, la clonación y la secuenciación de nueleótidos re- 
veló que cdc2 codifica una proteína quinasa —la primera indicación acerca del 
papel predominante de la fosforilación de proteínas en la regulación del delo 
celular—. Segundo, se identificó un gen humano relacionado con cdc2 y se 
mostró que tambíén era funcional en levaduras, lo que demostraba de manera 
evidente la actividad conservada de ešte regulador del ciclo celular. 

Por ultímo, ía tercera línea de investigación que convergía con la identífica- 
csón del MPF y con la genética de levaduras, vino de estudios sobre la síntesis 
de proteínas en embriones tempranos de erizo de mar. Tras la fecundación, 
estos embriones sufren una šerie de divisiones celulares rápidas. Sorprenden- 
temente, los estudios con inhibidores de la síntesis de proteínas mostraban que 
la entrada en la fase M en estos cictos celulares embrionaňos requería una 
nueva síntesis de proteínas. En 1983, Tim Hunt y col. identificaron dos proteí¬ 
nas que mostraban un patrón penódico de acumulación y degradación en en> 
briones de erizo de mar y de almeja Estas proteínas se acumulaban durante la 
interfase y eran degradadas rápidamente al final de cada mitosis (Fíg, 14 14), 
Hunt llamó a estas proteínas cielinas (las dos proteínas fueron designadas 
como ciclina A y cicíina B) y sugirió que podŕan ser induciores de la mitosis, y 
que su acumulación y degradación periódica controlaría la entrada y la salida de 
la fase M. El papel propuesto para las cielinas se confirmó en 1986 euando Joan 
Ruderman y col. mostraron que bastaba con la microinyección de la ciclina A en 
oocitos de rana para inducir el paso de a M. 

Estos abordajes independientes convergieron de manera espectacular en 
1988, euando se purificó el MPF a partir de oocitos de rana en el laboratorio de 
James Maller La caracterización molecular del MPF en varios laboratorios 
mostró que ešte regulador conservado del ciclo celular está compuesto por dos 
subunidades fundamentales: Cdc2 y ciclina B (Fig. 14.15). La ciclina B es una 
subunidad reguladora que se requiere para la actividad catalítíca de la proteína 
quinasa Cdc2, lo que concuerda con el hecho de que la actividad de MPF está 
controlada por la acumulación y degradación periódica de la ciclina B durante el 
transeurso del ciclo celular. 

Diversos estudios posteríores han confirmado ešte papel de la ciclina B, asi 
como la regulación del MPF mediante la fosforilación y la desfosforilación de 
Cdc2 (Fig. 14.16). En las células de mamíferos, la síntesis de la ciclina B co- 
mienza en la fase S. La ciclina B entonces se acumula y forma complejos con 
Cdc2 durante S y G 2 . Al formarse estos complejos, Cdc2 se fosforila en dos 
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lugares críticos para su reguiación. Una de estas fosforilaciones se produce en 
la treonina-161 y se requiere para la aetividad quinasa de Cdc2. La otra es una 
fosforilación de la tirosína-15 y de la treonina-14 adyacente en vertebrados, La 
fosforilación de la tÍrosina-15, catalizada por una protefna quinasa denominada 
Weel , inhibe la aetividad de Cdc2, y lleva a que se acumulen complejos inacti- 
vos Cdc2/ciclina B duraňte S y G 2 . Entonces el paso de G 2 a M se lleva a cabo 
por la activaclón del complejo Cdc2/ciclina B debído a la desfosforilación de la 
treonina-14 y de la tirosina-15 por una proteína fosfatasa denominada Cdc25. 

Una vez actívada, la proteína quinasa Cdc2 fosforila varias proteínas diana 
que inician la fase M, lo que se traterá posteriormente en ešte Capítulo. Ade- 
más t la aetividad de Cdc2 provoca la degradaeión de la ctclina B, que se produ¬ 
ce por una proteollsis mediada por ubiquitina. Esta destruccíón proteolítica de la 
ciclína B ínactiva a Cdc2, lo que lleva a la célula a salir de la mitosis, a sufrir la 
citocinesis, y a volver a la inferfase. 


tonces Cdc2 es fosforilada en la treonína- 
161, que se requiere para su aetividad, y 
en la tirosina-15 (y en la treonina-14 en 
células de vertebrados), lo que inhibe la 
aetividad de Cdc2, La desfosforilación de 
la Thr-14 y de la Tyr-15 actlva a MPF para 
el paso de G ? a M h La aetividad de MPF 
termina hacia el final de la mitosis por la 
degradaeión proteolítica de la cieli na B. 


Familias de ciclinas y quinasas dependientes de cielitnis 

La estructura y función de MPF (Cdc2/cic!ina B) no sólo proporciona una base 
molecular para comprender la entrada y saľida de la fase M, síno también tas 
bases para dilucidar la reguiación de otros pasos del ciclo celulan La informa- 
ción que proporcionó ía caracterización del complejo Cdc2/ciclina B ha íenido 
un profundo impacío en la comprensión de la reguiación del ciclo celular. En 
concreto, investigaciones posteriores han estabiecido que tanto Cdc2 como la 
ciclina B son miembros de grandes familias de proteínas relacionadas, en las 
que los diferentes miembros de estas familias controlan la progresión a través 
de las distintas fases del ciclo celular, 

Como ya se trató anteriormente, Cdc2 controla el paso a través de ŠTART 
asi como la entrada en mitosis en las levaduras, Sin embargo, esfo lo hace en 
asociacíón con diferentes ciclinas (Fig. 14.17). Concretamente, la transíción d e 
G 2 a M la lleva a cabo Cdc2junto con las ciclinas mítóticas de tipo B (Clb1 f CIU2, 
ClbS, Clb4). Sin embargo, el paso a través de ŠTART lo controla Cdc2 en aso- 








604 • Sección IV * Regulación celular 


Cdc2/Clb1, 

Glb2. Clb3, Clb4 



Cdc2/Clb5 ; C!b6 



Figúra 14.17 

Complejos de ciclinas y de quinasas 
dependientes de ciclinas. En las leva- 

duras, el paso a través de ŠTART to con- 
trola Cdc2 asociado a las ciclinas G Ť 
(Clnl r Cln2, Cln3). Los complejos de 
Cdc2 con diferentes ciclinas tipo B (Glb's) 
regulan la progresión a través de la fase 
S y la enírada en la mítosís. En las celu- 
las animales, el paso a través del punto 
de rest r i cc ión de G, es controlado por 
comptejos de Cdk4 y Cdk6 con ciclinas 
del tipo D. Los complejos Cdk2/ciclina E 
intervienen más adelante en G f y se re- 
quieren para el paso de G 1 a S. Los com¬ 
plejos Cdk2/ciclina A se requieren para la 
progresión a través de ta fase S, y los 
complejos Cdc2/ciclina B son responsa- 
btes del paso de G. d a M 


ciación con una clase diferente de ciclinas denominadas ciclinas o On s 
Entonces Cdc2 se asoeia con un tipo diferente de ciclinas B (C!b5 y Cib6), que 
se requieren para la progresión a través de la fase S, Estas asociaciones de 
Gdc2 con diferentes ciclinas del tipo B y provocan la fosforilaciôn por Cdc2 
de diferentes proteínas sustrato, lo que se requiere para la progresión a través 
de las fases específicas dei ciclo celular. 

Los ciclos celulares de los eucariotas superiores se controlan, no solamente 
por múltiples ciclinas, síno también por múltiples proteína quinasas relaciona- 
das con Cdc2. Estas quinasas se conocen como Cdk’s (de quinasas depem 
dientes de ciclina). Puesto que Cdc2 es el miembro originál de esta família, 
también se le conoce como Cdkl. 

Todos estos miembros de la familia Cdk se asocian con ciclinas específicas 
para llevar a cabo la progresión a través de los diferentes estados del ciclo 
celular (véase Fíg. 14.17). Por ejemplo, el paso de G, a S se regula princípal- 
mente por Cdk2 y Cdk4 (y en algunas células Cdk6) en asociación con las deti- 
nas D y E. Los complejos de Cdk4 y Cdk6 con las ciclinas de tipo D (ciclina Dl, 
D2 y D3) desempeňan un pape! crítico en la progresión a través del punto de 
restriccíón en G v La ciclina E se expresa posteriormente en G 1? y los complejos 
Gdk2/ciclina E se requieren para el paso de G ] a S y el inido de la síntesis del 
ADN. Los complejos de Cdk2 con la ciclina A intervienen en la progresión de las 
células a través de la fase S. Como ya se ha tratado. los complejos de Cdc2 con 
la ciclina B dirigen el paso de G 2 a M. 

La actividad de las Cdk 1 s durante la progresión del cicto celular se regula por, 
al menos, cuatro mecanísmos moleculares (Fig. 14.18). Como ya se ha tratado 
en el caso de Cdc2, el primer nivel de regulación implica la asociación de las 
Gdk ? s con las ciclinas correspondientes. Asi, la formación de los complejos es- 
pecíficos Cdk/ciclina está controlada por la síntesis y degradacíón de las cictí- 
nas. En segundo lugar, la activación de los complejos Cdk/ciclina requiere la 
fosforilaciôn de un residuo de treonina de la Cdk conservado alrededor de la 
posición 160. Esta fosforilaciôn que activa la Cdk está catalízada por una enzl- 
ma denominada CAK (de quinasa activadora de Cdk), que a su vez está consti- 
tuida por una Cdk (Cdk7) unida con la ciclina H. Los complejos de Cdkľ y ciclina 
H se asocian con el factor de transcripción TFIIH, que se requiere para la inicia- 
ción de la transcripción mediante la ARN polimerasa II (véase Cap. 5). Por lo 
tanío, parece ser que ešte miembro de la familia de las Cdk's particípa en fa 
transcripción asi como en la regulación del ciclo celular. 

A diferencia de la fosforilaciôn activadora producida por CAK, el tercer me- 
canismo de la regulación de Cdk implica ta fosforilaciôn inhibidora de residuos 
de tlrosina cerca del extremo amino terminál de Cdk, que está catalizada por la 
proteína quinasa Weel. En concreto, tanto Cdc2 como Cdk2 se inhiben por la 


Figúra 14.18 

Mecanismos de regulación de Cdk. Las 

actividades de fas Cdk p s se regutan por 
cuatro mecanísmos moleculares. 
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TABLA 14.1. Inhibidores de Cdk 


Intilbidor 

Complejo Cdk/ciclina 

Fase afectatía del ciclo celular 

Células animaies 



Família Cip/Kip (p21, p27. p57) 

Cdk4/ciclina 0 

G, 


Cdk6/ciclina D 

G, 


Cdk2/ciclina E 

G,/S 


Cdk2/ciclina A 

S 

Familia Ink4 (pi5, pi6, p18, pl9) 

Cdk4/ciclina D 

G, 


Cdk6/ciclina D 

G. 


fosforilación de la tirosina-15, y en et caso de los verlebrados, de la treonína-14 
adyacente Estas Cdk's se activan por la desfosforilación de estos residuos por 
miembros de la familia Cdc25 de proteína fosfatasas. 

Además de la regulación por fosforilación de las Cdk's, su actividad también 
puede regularse por la unión de proteínas inhibidoras (denominadas inhibidores 
de Cdk o CKIs) a los complejos Cdk/ciclina. En tas células de mamíferos, dos 
familias de inhibidores de Cdk son las responsables de regular los diferentes 
complejos Cdk/ciclina (Tabla 14.1). Los miembros de la familia Cip/Kip regulan 
todas las etapas de la progresión a través de las fase G, y S, inhibiendo los 
complejos que forman Cdk2, 4 y 6 con las ciclinas A, D y E. Por el contrario, los 
miembros de la familia Ink4 son específicos para los complejos que forman Cdk4 
y 6 con la ciclina D, por lo que las CKIs ink4 sólo regulan la progresión a través del 
punto de restricción en G,. En ias levaduras, las diferentes CKIs regulan de igual 
manera diferentes etapas de la progresión del ciclo celular. inhibiendo complejos 
Cdk/ciclina específicos. Por lo tanto. el control de los inhibidores de Cdk proporcio- 
na un mecanismo adicional para regular la actividad de Cdk Los efectos combina- 
dos de todos estos tipos de regulación de Cdk son los responsables del control de 
la progresión del ciclo celular en respuesta tanto a los puntos de control como a la 
variedad de los estímulos extracelulares que regulan la proliferación celular. 


Factores de crecimiento y ciclinas de tipo D 


Como ya se trató anteriormente, la proliferación de las células animaies se re¬ 
gula principalmente mediante diversos factores de crecimiento extracelulares 
que controlan la progresión de las células a través del punto de restricción en 
ias postrimerías de G v En ausencia de los factores de crecimiento las células 
son incapaces de rebasar el punto de restricción y se inactivan, con lo que 
suelen entrar en el estado de reposo denominado G a ; desde éste pueden volver 
a entrar en el ciclo celular al ser estimuladas por los factores de crecimiento. 
Ešte control de la progresión del ciclo celular mediante los factores de creci¬ 
miento extracelulares implica que las vías de la seňalización intracelular que se 
activan posteriormente ( downstream ) a los receptores de los factores de creci¬ 
miento (que se trataron en el Capitulo anterior) intervienen, en última inštancia, 
regulando los componentes de la maquinaria del ciclo celular. 

Un vínculo importante entre la seňalización por los factores de crecimiento y 
la progresión del ciclo celular son las ciclinas del tipo D (Fig. 14.19) La síntesis 
de la ciclina D se induce en respuesta a la estimulación por factores de creci¬ 
miento. como resultado de la seňalización a través de la vŕa Ras/Raf/ERK, de 
tal manera que se sintetizan ciclinas mientras los factores de crecimiento están 
presentes. Sin embargo, las ciclinas de tipo D también se degradan rápidamen- 
te, por lo que su concentración intracelular desciende bruscamente en ausencia 
de los factores de crecimiento. Asi, mientras los factores de crecimiento estén 
presentes durante G,, los complejos de Cdk4/ciclina D hacen que las células 
atraviesen el punto de restricción. Por otro lado, si se eliminan los factores de 
crecimiento antes de ešte punto, los niveles de ciclina D descienden rápidamen- 


Factores de 
crecimiento 
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^Raf/ERK 
Síntesis de 
cici in as tipo D 


Cdk4. 6/CycD 


Punto de 
restricción 


Figúra 14.19 

Induccíón de las ciclinas tipo D* Los 

factores de crecimiento regulan la progre¬ 
sión del ciclo celular a través del punto de 
restricción de G, induciendo Ja síntesis 
de ciclinas tipo D mediante la vía de se¬ 
na t ización Ras/Raf/ERK. 
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te, y las células no pasan a través de G, a S; por ei contrario, se inactivan y 
entran en G c , Por lo tanto, la induccion y el rápido recambio de las ciclŕnas tipo D 
vinculan la seňalización por factores de crecimiento con la maquinana del cíclo 
celular, lo que permite a los factores de crecimiento extracelulares controlar la 
progresión de las células a través de G v 

Puesto que la ciclina D es una diana importante de la seňalización por facto¬ 
res de crecimiento, se podría esperar que las alteraciones en la regulación de la 
ciclina D alteraran la regulación del crecimiento celular, caractenstíca de las 
células cancerosas, Asi, se ha encontrado que la causa de muchos cánceres 
humanos es una regulación defectuosa del ciclo celular, al igual que la causa de 
muchos otros son alteraciones en las vías de seňalización intracelular activadas 
por los receptores de los factores de crecimiento (véase el Cap. 13), Por ejemplo, 
las mutaciones que dan lugar a una expresión continua de la ciclina Dl contribu- 
yen al desarrollo de varios tipos de cánceres humanos, entre los que se incluyen 
los línfomas y el cáncer de pulmóm Iguaímente, las mutaciones que inactivan a 
los inhibidores Ink4 de Cdk (p. ej., p16) que se unen a los complejos Cdk4,6/ci- 
clína D, se encuentran con frecuencia en las células humanas cancerosas. 

La relación entre la ciclina D, el control del crecimiento celular, y el cáncer se 
ve reforzada por el hecho de que una p rote í na sustrato de los complejos 
Cdk4,6/ciclina D aparece mutada en varios tumores humanos, Esta proteina, 
denominada Rb, se identificó como el producto de un gen responsable del reti- 
noblastoma, un tipo de tumor de ojo infantíl hereditario poco frecuente (véase el 
Cap. 15). Estudios posteňores mostraron que las mutaciones que ocasionan la 
ausencia de la proteína Rb funcíonal, no sólo se encuentran en el retinoblasto- 
ma si no en diversos cánceres humanos más comunes. Rb es el prototipo de un 
gen supresor de tumores *—un gen cuya inactivación conduce al desarrollo de 
un tumor — , Míentras que las proteínas oncogénicas como Ras (véase el Cap. 
13) y la ciclina D provocan la proliferación celular, las proteínas codificadas por 
los genes supresores de tumores funcionan como frenos que ralentizan la pro- 
gresión del ciclo celular. Otros ejemplos de reguSadores del ciclo celular codifi- 
cados por genes supresores de tumores son los inhibidores Ink4 de Cdk que se 
unen a los complejos Cdk4 ) 6/cíclina D f y el importante regulador del crecimiento 
celular p53, del que ya se habló en ešte Capítulo. 

Estudios posteriores acerca de Rb, revetaron que desempeňa un pape! fun- 
damental en acoplar la maquinaria del ciclo celular con la expresión de aquellos 
genes que se requieren para la progresión del ciclo celular y para la síntesis del 
ADN (Fig. 14.20), La actividad de Rb se regula medíante cambios en su fosfori- 
lación a medida que las células avanzan por el ciclo, Concretamente. Rb es 
fosforilada por los complejos Gdk4,6/ciclina D a medida que las células rebasan 
el punto de restricción en G v En su estado poco fosforilado (en G 0 o en G, 
temprana), Rb se une a los míembros de la família de los factores de transcrip- 
ción E2F, que regulan la expresión de varios genes relacionados con la progre¬ 
sión del ciclo celular. ineluyendo al gen que codífíca para la ciclina E, E2F se 
une a sus secuencias diana tanto en presencia como en ausencia de Rb, Pero 
R b actúa como u n represor, de tal manera que el complejo Rb/E2F impide que 
se transcriban los genes regulados por E2F, La fosfohlación de Rb por los com¬ 
plejos Cdk4 Ť 6/cíclina D provoca que el Rb fosforilado se dlsocie de E2F, lo que 
activa la transcripcíón de sus genes diana. Por lo tanto, Rb interviene como un 
interruptor molecular que convíerte a E2F de un represor a un actívador de los 
genes requeridos para la progresión del ciclo celuäar. Por su parte, el control de 
Rb a través de la fosforilación por Cdk4,6/ciclina D acopla esta regulación de la 
expresión géníca a la disponíbilidad de factores de crecimiento en G T 

Inhibidores de la progresión del ciclo celular 

La proliferación celular se regula no sólo por factores de crecimiento sino tam- 
bién por diversas seňales que inhiben la progresión del ciclo celular. Por ejem- 
plo, los agentes que daňan el ADN provocan que el ciclo celular se detenga, 
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Figúra 14.20 

Regulación del ciclo celular por Rb y 
E2F. En su estado poco fosforilado. R b 
se une a miembros de la família E2F repri- 
míendo la transcripción de los genes regu- 
lados por E2F. La fosforilación de Rb por 
los compfejos Cdk4 r 6/dc!ina D provoca su 
disociación de E2F en la fase G, avanza- 
da. Entonces E2F activa la expresíón de 
sus genes diana, que codifican proteínas 
necesarias para la continuación del cido 
celular. 


dando tiempo de esta manera a la célula a reparar ei daňo. Además, los contac- 
tos celulares y varios factores extracelulares intervienen inhibiendo la proltfera- 
ción de sus células diana en vez de estímulándola. Los efectos de estas seňales 
inhibidoras también son mediados por los reguladores de la maquinaria del ciclo 
celular, con frecuencia a través de la activación de los irthibidores de Cdk. 

Un claro ejemplo de la acetón de los Inhibidores de Cdk lo proporciona la 
detención del ciclo celular en respuesta a las lesiones en ei ADN, que tiene 
lugar mediante la intervencion de la proteína p53 {tratada anteriormente en ešte 
Capítulo). La proteína p53 es un regulador de la transcripción que ínterviene, al 
menos en parte, activando la expresíón del inhĺbidor de Cdk, p21 (Fig. 14.21). 
La proteína p21 inhibe varios complejos Cdk/cíclina, y su induccíón por p53 
parece que representa al menos uno de los mecanismos dependlentes de p53 
de que el ciclo celular se detenga tras la íesion del ADN. Además de inhibir la 
progresión deí ciclo celular mediante su ínteracción con Cdk T s, p21 puede inhibir 
directamente la replicación del ADN. Concretamente, p21 se une al antŕgeno 
nudearde proliferación celular (PCNA), que como ya se trató en el Capítulo 5, 
es una subunidad de la ADN polimerasa 4. De esta manera, p21 desempeňa un 
doble papel en la detención del ciclo celular inducida por daňos en el ADN: no 
solamente bloquea la progresión de! ciclo celular mediante la inhibicíón de 
Cdk s. sino que también inhibe directamente la replicación del ADN en fase S. 

El inhĺbidor extraceíular de la proliferación de las células animales mejor 
caracterizado es el TGF-/Í —un factor polipeptídico que inhibe la proliferación 
de varios tipos de células epiteíiales defeniendo la progresión del ciclo celular 
en G v Esta acción de TGF-/Í parece que se produce por la activación del inhibl- 
dor pi5 de Cdk, que se une a los complejos Cdk4,6/cicíina D. Como resultado. 
si Cdk4 no está actívo, se bloquea la fosforilación de Rb y el ciclo celular se 
detíene en G,. 

Para regular la progresión del ciclo celular a través de los puntos de control 
de S y G 21 se utiliza un mecanismo molecular díferente, que impide la progre¬ 
sión del ciclo celular en respuesta a ADN sin replicar o daňado. Como se estu- 
dió anteriormente en ešte capítulo, la detención del cido celular en estos puntos 
de control está mediada por las proteína quinasas Chkl y Chk2 (ver Fig. 14.9). 
Chkt y Chk2 fosforilan e inhiben a la proteína fosfatasa Cdc25C, que es respon- 
sable de defosforilar y activar a los complejos Cdc2/ciclina B (Fig. 14.22). En 
ausencia de la activación de Cdc2 T la progresión de la mitosis está bloqueaday 
la célula permanece detenida en G 2 , Del mismo modo, Chkl y Chk2 fosforilan 
un miembro relacionado de la família Cdc25, Cdc25A. Cdc25A defosforila y acti¬ 
va a los complejos de Cdk2 y eíclinas A o E, que son responsables de la inicia- 
ción y la progresión de la fase S. La fosforilación deseneadena la rápida degra- 



Inhibicíón del fnhibíción de 
cido celuiar la replicación 


del ADN 


Figúra 1421 

Inducción de p21 debrdo a lesiones en 
el ADN, Las lesiones en el ADN provocan 
el aumento del nivel intraeeJuJarde p53, lo 
que activa la transcripción del gen que co- 
dífica el inhĺbidor de Cdk ľ p21. Además de 
inhibir la progresión def cido celular me¬ 
diante su unión a los complejos Cdk/cicli- 
na, p21 puede inhibir directamente la sin- 
tesís del ADN al interaccionar con PCNA 
(una subunidad de la ADN polimerasa 4). 
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Figúra 14.22 

Regulación del punto de control de 

G 2 > Un complejo de proteínas de! punto 
de control reconoce el ADN daňado o que 
no se ha replicado y acliva a la pmteína 
quinasa Chkl , la cual fosforila e inhibe a la 
proteina fosfatasa Gdc25, La inhibidón d e 
Cdc25 impide que Cdc2 se desfosforile y 
se active. 


dación de Cdc25A 1 resultando en la detención del delo ceiular en respuesta al 
ADN daňado. 

Sucesos de la fase M 

La fase M es el período más llamativo dei delo ceiular, en el que se produce la 
reorganización de časí todos los componentes de la cétuia Duraníe la mitosis 
(divísión nuclear) los cromosomas se condensan, la envuelta nuclear de la ma- 
yoría de las células se desintegra, el citoesqueleto se reorganíza para formar el 
huso mítótico, y los cromosomas migran a polos opuestos. Tras la segregación 
de los cromosomas se suele producir la divisíón de la céluía (citocinesis). Aon- 
que muchos de estos sucesos ya se han tratado en Capŕtutos anteriores al ha- 
blar de la estructura y función del núcleo y del citoesqueleto, se revisan aquí en 
el contexto de la fase M y de la acción del MPF. 


E t tip tis de hi mitosis 

Aunque muchos de los detalles de la mitosis varían entre los diferentes organis- 
mos, los procesos báslcos que aseguran la segregación fidedigna de las cromá- 
tidas herrmanas se conservan en todos los eucariotas. Entre estos procesos 
básicos de la mitosis se incluyen fa condensacíón de los cromosomas, la forma- 
ción del huso mítótico, y la unión de los cromosomas a los microtúbulos del 
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Cromátidas hermanas 


Centrosoma 
Microtúbulo ^ 

Interfase 


Prometafase 



huso. Una vez llegado ešte punto T las cromátidas hermanas se separan y mi¬ 
grén a polos opuestos del huso, tras lo que se forman los núcleos híjos. 

TradEcionalmente, la mitosis se divide en cuatro elapas— profase, metafa- 
se. anafase, y telofase — que, en el caso de la célula animal, se ilustran en las 
Rguras 14.23 y 14.24. El comíenzo de la profase queda dele rmi nado po r la 
apahcíón de los cromosomas condensados, cada uno de los cuales está constb 
tuido por dos cromátidas hermanas (las moiéculas de ADN hijas que se produ- 
jeron en f a fase S). Estas moiéculas de ADN replicado permanecen entrelaza- 
das durante la fase S y G 21 desenmaranándose durante el proceso de la 
condensación de la cromatina. Las cromátidas hermanas condensadas se 
mantienen unidas a través del cenfrómero, que (como ya se trató en el Cap. 4) 
es una secuencia de ADN a la que se unen proteínas dando lugar al cinetocoro 
—el lugar de anclaje de los microtúbulos del huso—. Además de la condensa¬ 
ción de los cromosomas, durante la profase se producen cambios en el citoplas- 


Figúra 14.23 

Etapas de la mitosis en \a célula ani¬ 
mal. Durante la profase, los cromosomas 
se condensan y los centrosomas se des- 
plazan a lados opuestos del núcleo, eo- 
menzando la formación del huso miiótico. 
La ruptura de la envuelta nuclear permi- 
te a los microtúbulos del huso anclarse a 
los cinetocoros de los cromosomas. Du¬ 
rante la prometafase los cromosomas s e 
agitan hada delante y hacia atrás entre 
los centrosomas y el centro de la célula, 
para final meňte quedar alineados en fa 
zóna média del huso (metafase). En la 
anafase, las cromátidas hermanas se se¬ 
paran y migran a polos opuestos del huso. 
La mitosis termina con la reconstitudón 
de las envolturas nucleares y con la des- 
condensación de los cromosomas en la 
telofase, y fa d toči nes es d a lugar a dos cé- 
lulas hijas interfásicas. Conviene destacar 
que cada célula hija recibe un centrosoma 
que se duplicará previamente a la siguien- 
te mrtosis. 
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Mitosis 



Anafase tardŕa 


Figúra 14,24 

Micrografías cie fluorescencia de la 
cromatina, la queratina y los microtú- 
bulos durante la mitosis de células del 
pulmón de tritón. La cromatina se tiňe 
de azul. la queratina se tiňe de rojo. y los 
microtubulos se tiňen de verde, (Conly L 
Rieder Bäological Photo Service.) 



Telofase 



ma que conducen aí desarrollo del huso mitótico. Los centrosomas (que se 
duplicaron en la interfase) se separan y migran a lados opuesíos del núcleo. Ahí 
actúan eomo los dos polos del huso mitótico, que comienza a formarse d u raň¬ 
te la profase tardía. 

En los eucariotas superíores el final de la profase se corresponde con la 
rotura de la envuelta nuclear. Sin embargo, como ya se frató en el Capítulo 8, fa 
rotura de la envuelta nuclear no es una característica generál de la mitosis. En 
concreto, las levaduras y muchos otros eucariotas uniceluiares sufren una mito¬ 
sis cerrada», en la que la envuelta nuclear permanece intacta (véase la Fíg, 8,30). 
En estas células, los cuerpos polares del huso estän incluidos en la envuelta 
nuclear, y el núcleo se divide en dos tras la mägración de los cromosomas hijos a 
los polos opuestos del huso, 

Una vez terminada la profase, la célula entra en prometafase —un período 
de transición entre la profase y la metafase—, Durante la prometafase los mi- 
crotúbulos del huso mitótico se anclan a los cinetocoros de los cromosomas 
condensados. Los cinetocoros de las cfomátidas hermanas se disponen a los 
dos lados opuestos del cromosoma, por lo que se unen a los microtúbulos que 
surgen de los polos opuestos del huso. Los cromosomas se mueven hacia de- 
lante y hacia atrás hasta que se alinean en la pleca metafásica en la mitad del 
huso. Llegado a ešte punto la célula ha alcanzado la metafase. 
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La mayoría de las células permanecen en metafase poco tiempo antes de 
continuar a !a anafase. La transicíón de metafase a anafase se produce por la 
rotura de la unión entre las cromátidas hermanas, las cuales se separan y mi- 
gran a polos opuestos de! huso. La mitosis finalíza con la telofase, durante la 
cual los nucleos se regeneran y los cromosomas se descondensan. La cítocine- 
sis normalmente comienza durante fa anafase tardfa y se completa al final de la 
telofase, dando lugar a dos células hijas en interfase. 

MPF y progreswtí a la metafase 

La mitosis supone unos cambios muy ímportantes en varios componentes celu- 
lares, que llevan a la reorganización casi total de fa estructura celular. Como ya 
se trato anteriormente en ešte Capítulo, estos procesos se inician mediante la 
activación de la proteína quinasa MPF (Cdc2/ciciina B). 

Parece ser que MPF no sólo actúa como un regulador principál del paso a la 
fase M, fosforilando y activando otras proteína quinasas posteriores, sino que 
también interviene directamente fosforilando algunas proteínas estructurales in™ 
volucradas en esta reorganización celular (Fig. 14,25). 

La condensación de !a cromatina interfásica para dar lugar a los cromoso¬ 
mas compactos de las células mitóticas es un suceso clave en fa mitosis, ya que 
permite que los cromosomas se desplacen por el huso mitótico sin romperse y 
sin enredarse entre ellos. Como ya se trato en el Capítulo 4, la cromatina en los 
núcíeos interfásfcos se condensa aproximadamente por un factor de mil para 
formar los cromosomas metafásicos. Esta cromatina tan condensada no puede 
transcribirse, por fo que la transcripción cesa al producirse la condensación 
de la cromatina. A pesar de la gran importancia de ešte hecho, todavía no se 
comprende por compíeto ní la estructura de los cromosomas metafásicos ni los 
mecanismos moleculares de la condensación de la cromatina. Sin embargo, 
recientemente se han descrito unos complejos proteicos denominados conden- 
sinas, que se consídera que llevan a cabo la condensación de los cromosomas 
enrollando el ADN sobre sí mismo, lo que da lugar a la estructura condensa¬ 
da de los cromosomas mitóticos. Las condensinas son fosforiladas dírectamem 
te por la proteína quinasa Cdc2 1 lo que las activa al entrar las células en mitosis, 


MPF 



Condensación 
de la cromatina 


Fosforilación cfe 
las condensinas 


Rotura d e 
la envuelta 
nuclear 
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fas láminas 


Fragmentación 
del Golgi 
y del RÉ 
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Inestabilidad de 
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Figúra 14.25 

Dianas del MPF, El MPF induce varios cambios en el núcleo y en el citoplasma durante 
la puesta en marcha de la fase M; esto lo realiza activando otras proteína quinasas y 
fosforilando proteínas como las condensinas y las láminas nucleares 
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Figúra 14.26 

Mícrografía electrónica de microtúbu- 
los unidos al cinetocoro de u n cromo- 
soma. (Conly L. Rieder/Bíological Photo 
Service.) 



i___1 

0,5 


resultando la condensación de la cromatina. Una alteración molecularque sueie 
acompaňar a la condensación de los cromosomas es la fosforilación de la his¬ 
tória Hl. por lo que hay que seňalar que la histona Hl también es un sustrato de 
Cdc2. Sin embargo, la fosforilación de la histona Hl no es un requisito necesa- 
río para que los cromosomas se condensen, por lo que el signíficado de esta 
fosforilación no está claro. Por otro lado, se ha demostrado que para que los 
cromosomas se condensen se requiere la fosforilación de la histona H3, Pero, 
de manera sorprendente, la histona H3 no es fosforifada por Cdc2, sino por otra 
proteína quinasa (aurora B) que también es activada d u raňte ta mitosis. 

La rotura de la envuelta nuclear, que es uno de los sucesos más llamativos 
de la mitosis, constituye la diana mejor caracterizada para la acetón det MPF. 
Como ya se trató en el Capŕtulo S, Cdc2 fosfonla a las láminas, lo que provoca 
la despolimerización de la iámina nuclear (véase Fig. 8.31). Tras esto, la mem¬ 
brána nuclear se fragmenta en pequeňas vesículas que terminan fundiéndose 
para dar lugar a nuevos nucleos hijos en la tetofase. De igual manera, el retícu- 
lo endoplásmico y el aparato de Golgi se fragmentan en vesículas pequeňas, 
que se distribuirán a las células hijas en la cítocinesis. El ÍVJPF también induce 
la rotura de estas membranas, y puede que sea medíada por la fosforilación de 
la proteína GM130 de la matríz det Golgi por parte de Cdc2; esta proteína se 
requiere para la unión a la membrána de! Golgi de las vesículas revestidas 
GOPI. La fosforilación y la inactivación de GM130 por Cdc2 inhibe la unión y la 
fusión de las vesículas, lo que conduce a que el aparato de Golgi se fragmente. 
Sin embargo, en ešte proceso también pueden verše involueradas otras dianas 
de Cdc2, por lo que los mecanismos mediante los que MPF provoca la fragmen- 
tación de la membrána todavía han de ser dilucidados en su totalidad. 

La reorganización del citoesqueleto, que culmina en la formación del huso 
mitótíco, se debe a la inestabilidad dinámica de los microtúbulos {véase Cap. 
11). Al comienzo de la profase, los centrosomas se desplazan a lados opuestos 
del nucleo. Entonces el aumento en la actividad del MPF induce un cambio 
drástico en la dinámica de los microtúbulos. En primer lugar, aumenta el ritmo 
de desensamblaje de los microtúbulos, lo que da lugar a que los microtúbulos 
interfásicos se despolimerizan y acortan. Ešte desensamblaje parece que se 
debe a la fosforilación de las proteínas asociadas a microtúbulos, blen por el 
propío MPF o bien por otras proteína quinasas activadas por el MPF Además, 
aumenta el número de microtúbulos que emanan de los centrosomas, por lo 
que los microtúbulos interfásicos se sustituyen por un gran número de microtú¬ 
bulos cortos que irradian desde los centrosomas. 

La rotura de la envuelta nuclear permite a algunos de los microtúbulos del 
huso unirse a los cinetocoros de los cromosomas (Fig. 14.26), comenzando 
entonces el movimiento de los cromosomas que caracteríza a la prometafase, 
Entre las proteínas que se reúnen en el cinetocoro se incluyen «motores» de 
microtúbulos, que dírigen el movimiento de los cromosomas hada los extremos 
negativGS de los microtúbulos det huso, los cuales estän anclados al centroso- 
ma A la acción de estas proteínas que llevan a los cromosomas hacia el centro- 
soma, se opone el crecimiento de los microtúbulos del huso, que empuja a los 
cromosomas alejándolos de tos polos del huso. Por lo tanto, los cromosomas en 
la prometafase se agitan hacia detanfe y hacia atrás entre los centrosomas y la 
zóna média del huso. 

Los microtúbulos de fos polos opuestos del huso se acaban uniendo a los 
dos cinetocoros de las cromátidas hermanas (que se tocatizan en lados opues¬ 
tos del cromosoma), y el equilibrio de fuerzas que aetúa sobre los cromosomas 
hace que éstos queden alineados en la placa metafásica en la mitad del huso 
(Fig. 14.27). Como ya se trató en el Capílulo 11, el huso está constítuido por 
microtúbulos cinetocóricos, que se unen a los cromosomas, y por microtú¬ 
bulos pofares, que se superponen unos con otros en el centro de la céiula. 
Además, los pequenos microtúbulos astrales irradian desde los centrosomas 
hacia la periféria celular. 
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Figúra 14,27 

Huso metafásico. (A) El huso está cons- 
tituido por tres tipos de microtúbulos. Los 
microtúbulos cinetocóricos se anclan a los 
cromosomas, los microtúbulos polares se 
superponen entre si en el centro de la cé- 
lula, y los microtúbulos astrales irradían 
desde el centrosoma hada la periféria ce- 
lutar. (B) Célula en metafase de! pez coré- 
gono. (B, Michael Abbey Photo Resear- 
chers, Inc,). 


Proteolisis e innctivación del MPF: anafase y tetofase 


Como ya se mencionó anteriormente en ešte Capítulo, un punto de control im- 
portante deí ciclo celular regula la alineación de los cromosomas en el huso 
metafásico. Una vez que esto se ha producido, la célula inicia la anafase y 
compíeta la mitosis. El paso de la metafase a la anafase se debe a la proteolisis 
de proteínas reguladoras mediada por las ubíquitinas, la cual se dispara por la 
activación d e una ubiquitina ligasa (véase Fig. 7.39) denominada complejo 
promotor de la anafase. La activación del complejo promotor de la anafase se 
induce por el MPF al comienzo de la mitosis, por lo que el MPF, en ultíma inštan¬ 
cia, provoca su propia destrucción. Sín embargo, e] complejo promotor de la 
anafase permanece ínactivo hasta que la célula rebasa el punto de control de la 
metafase, después del cual la activación del sistema de degradación constituido 
por las ubíquitinas permite el paso de la metafase a la anafase y la progresión a 
través de! resto de la mitosis. 

El punto de control det huso es notable en el sentido de que la presencia de 
un solo cromosoma no alineado es suficiente para inhibir la activación det com¬ 
plejo promotor de la anafase. A pesar de que todavía no se comprende por 
completo el mecanísmo bioquímico responsable de la operación de ešte punto 
de control, parece que los cromosomas no adherídos desencadenan la produc- 
ciôn de un complejo de proteínas (denomtnadas proteínas Mad/Bub) que inhi- 
ben a! complejo promotor de la anafase (Fíg. 14.28). Esta ínhtbición es líberada 
una vez que todos los cromosomas se encuentran correctamente alíneados, 
dando lugar a la activación de! complejo promotor de la anafase y a la degrada¬ 
ción de dos proteínas diana clave. La puesta en marcha de la anafase se debe a 
la degradación proteolítica de una proteína denominada Sed, que es un com- 
ponente de un complejo de proteínas denominado cohesinas que mantíenen 
unidas a tas cromátidas hermanas mientras éstas permanecen almeadas en la 
placa meiafásica. La degradación de Sed no está catalízada directamente por 
el complejo promotor de la anafase, síno que éste degrada una proteína regula- 
dora denominada Pdsl. La degradación de Pdsl activa otra proteína, denomina¬ 
da Espl, lo que lleva a la proteolisis de la cohesina Sed. La rotura de Sed 
rompe ia unión entre las cromátidas hermanas, lo que permite su segregación 


Figúra 14.28 

Dianas del sistema de la proteolisis de la cieli na B. El complejo promotor dc la anafa¬ 
se es una ubiquitina ligasa que está inhibida por las proteinas Mad/Bud hasta que la célula 
paša a través del punto de control del huso. La activación del complejo prmotor de la 
anafase provoca el paso de metafase a anafase mediante la degradación de ia cohesina 
Sed, que rompe fa unión entre las cromátidas hermanas, El complejo promotor de la 
anafase también estimula fa degradación de la ciclína B ŕ lo que conduce a la i n activación 
del MPF. a la salida de la mitosis y a la citocinesis. 
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Figúra 14.29 

Célula de pez corégono en anafase. 

(Michael Abbey/ Photo Researchers, Inc.) 


mígrando a polos opuestos de! huso (Fig. 14.29). La separación de los cromoso- 
mas durante la anafase sigue adeiante debido a la acción de varios tipos de proteí- 
nas motoras asociadas con los microtúbulos de! huso (véanse Figs. 11.48 y 1L49), 

La otra proteína reguladora clave que es una díana para la acción de las 
ubíquitinas y para la degradación por el complejo promotor de la anafase, es la 
ciclina B. La degradación de la ciclina B provoca la inactivación del MPF, lo que 
se requiere para que la célula abandone la mitosis y retorne a la interfase. Mu- 
chos de los cambios celulares que tienen lugar en estos pasos son sencillamen- 
te los procesos inversos a los que induce el MPF durante la entrada en la míto- 
sis. Por ejemplo, el ensamblaje de la envueita nuclear, la descondensación de 
la cromatina, y la vuelta de los microtúbulos a un estado interfásico se deben, 
probablemente, a la pérdida de la actividad del MPF y a la desfosforilacíón de 
aquellas proteínas que habían sido fosforiladas por el MPF al principio de la 
mitosis. Como se verá a continuación, la inactivación del MPF también provoca 
la citocinesis. 

Citocinesis 

Normalmente, tras la conclusión de la mitosis se produce la citocinesis, dando 
lugar a dos células hijas. La citocinesis suelecomenzar en la anafase tardía y se 
desencadena por la inactivación del MPF, lo que coordína la divísión nuclear 
con la divísión citoplasmática de la célula, Como ya se vío en el Capítulo 11, la 
citocinesis de las células animales se produce mediante un anillo contráctil de 
filamentos de actina y miosina II que se forma debajo de la membrána plasmática 
(Fig. 14.30). La localización de ešte anillo queda determínada por la posición del 
huso mitótico, por lo que la célula se divide por un piano que paša a través de la 
placa metafásica, perpendicular af huso. A medida que los filamentos de actina y 
miosina se contraen, estos tiran de la membrána plasmática, lo que hace que la 
célula se estrangule y quede dividida en dos. A continuación, se rompe el puente 
entre las dos células hijas, y la membrána plasmática se vuelve a sellar. 

El mecanismo de la citocinesis es diferente en las células de las plantas 
superiores, ya que éstas están rodeadas por una pared ceiular rigida. En vez de 
ser estranguladas y dividídas en dos por el anillo contráctil, estas células se 
dividen mediante la fomnación de una nueva pared ceiular y de una nueva mem¬ 
brána plasmática dentro de la célula (Fig 14,31). En la telofase temprana, vesícu- 
las del aparato de Golgi que portan precursores de ía pared ceiular se unen a los 
microtúbulos del huso y se acumulan en el lugar de la placa metafásica. Entonces 
estas vesículas se fusionan formando una estructura grande, en forma de disco y 
envueita por membrána, acumuländose su contenido de polisacáridos y dando 
lugar a la matriz de la nueva pared ceiular (denominada placa ceiular). La placa 


(A) 


Aniflo contráctil 



Figúra 14.30 

Citocinesis de las células animales. (A) La citocinesis se produce por la contracción de 
un anillo de filamentos de actina y miosina que estrangula a la célula divídiéndola en dos. 
(B) Micrografía electrónica de barrido de un huevo de rana que está sufriendo la citocine¬ 
sis, (B, Dávid M. Phillips/ Visuals Unlimited.) 


(B) 



* ■ 

1 mm 










C a p í t u I o 14 * Ciclo c e I u I a r • 615 


Figúra í4,31 

Citocínests en las ptantas superiores. Las vesículas del Golgl que contienen precurso- 
res de la pared celular se unen a los microtúbulos polares, en el lugar donde se encontra- 
ba la placa metafásica. La fusión de estas vesículas da lugar a una estructura con forma 
de dísco, rodeada de membrána (la placa celular temprana) que crece hada afuera y que 
se funde con la membrána plasmáíica parental. 


celular se extiende hacia afuera, perpendicuiar al huso, hasta que alcanza a la 
membrána plasmática. Entonces la membrána que rodea la placa celular se fun¬ 
de con la membráne plasmática parental, divídiéndose la célula en dos. 

Meiosis y fecundación 

Los ciclos de las células somáticas tratados hasta el momento en ešte Capítulo, 
daban lugar a dos células hijas diploides con una dotación genética idéntíca. 
Por el contrario, la meiosis es un tipe de ciclo celular especialízado que reduce 
el numero de cromosomas a la mitad, dando lugar a células hijas haploides, Los 
eucariotas unicelulares, como las levaduras, pueden sufrir meiosis asi cormo 
reproducirse por mitosis, Por ejemplo, la levadura diploide Saccharomyces ce- 
revisiae sufre la meiosis y produce esporas cuando se encuentra en condicio- 
nes ambientales desfavorables. Sin embargo, en las plantas y en los animales 
pluricelulares la meiosis sólo se produce en las células germinales, donde resuL 
ta esencíal para la reproducción sexuaL Mienfras que las células somáticas reali- 
zan la mitosis para proliferaq en las células germinales tiene lugar la meiosis para 
producir gametos haploides (el espermatozoide y el óvufo). El desarrollo de un 
nuevo organísmo comienza con la fusión de estos gametos en la fecundación. 

Procese de la meiosis 

A diferencia de la mitosis, la meiosis supone la división de una célula parental 
diploide en una progenie hapioide, de tal manera que cada célula contiene sólo 
un míembro del par de cromosomas homólogos presentes en el progenitor di¬ 
ploide (Fig, 14.32). Esta reducción en el número de cromosomas se realiza 
medíante dos rondas consecutivas de división nuclear y celular (denominadas 
meiosis I y meiosis ll) s que oeurren tras una única rondade replicación del ADN. 
Al igual que la mitosis, la meiosis I comienza después de que finalice la fase S y 
de que los cromosomas parentales se hayan replicado para producir cromátL 
das hermanas identicas. Sin embargo, el patrón de la segregación de los cro¬ 
mosomas en fa meiosis I es muy diferente al de la mitosis Durante la meiosis I, 
los cromosomas homólogos primero se emparejan unos con otros y luego segre- 
gan a células hijas diferentes, Las cromálidas hermanas permanecen unidas, por 
lo que tras la meiosis I se obtienen células hijas que contienen un úníco miembro 
de cada par cromosómico (cada uno de los cuales está constituído por dos cro- 
mátidas hermanas). Tras la meiosis I se produce la meiosis II, que se asemeja a 
la mitosis en que tas cromátidas hermanas se separan y segregan a diferentes 
células hijas. Por lo tanto, la meiosis II da como resultado cuatro células hijas 
haploides, cada una de las cuales contiene una copia de cada cromosoma, 

El apareamiento de los cromosomas homólogos tras la replicación del ADN 
no sólo es un proceso clave que subyace a !a segregación de los cromosomas 
en la meiosis, sino que también permite la recombinación entre los cromosomas 
de origen paterno y materno. Ešte emparejamíento crucial de los cromosomas 
homólogos tiene lugar durante una larga profase en ta meiosis l Ť que se dívide 
en cinco etapas (leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis) en 
funcíón de la morfología cromosómica (Fig, 14,33). La recombinación se produ¬ 
ce con una elevada frecuencia durante la meiosis, y se inicia por roturas de 
dobfe hebra que se inducen en la profase temprana meiótica (leptoteno) por la 
acción de una endonucleasa altamente conservada denominada Spol 1. Como 
se estudió en el Capítulo 5, la formación de roturas de doble hebra lleva a la 
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Figúra 14.32 

Comparación de la meiosis y la mito- 
sis. Tanto ta meiosis como la mítosis co- 
mienzan tras la replicación del ADN, por lo 
que cada cromosoma e stá consíituido por 
tíos cromátidas hermanas. En la meiosis I, 
los cromosomas homólogos se aparean y 
entonces segregan a células diferentes. Du- 
raňte la meiosis II las cromátidas hermanas 
se separan, lo que se asemeja a u na mito- 
sis normál Por lo tanto, la meiosis da lugar 
a cuatro células hijas haploides 
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Figúra 1433 

Etapas de la profase de la meiosis L Mi- 

crografías que muestran la morfológia de 
los cromosomas del lírio. (C. Hasenkampf/ 
Bioiogical Photo Service.) 
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Figúra 14.34 

Complejo sinaptonémico. Los bucles de cromatina se artclan a !os elementos laterales, 
que están unidos mediante un elemento centrál con una estructura a modo de cremallera. 


formación de regiones de hebra senciila que invaden un cromosoma homólogo 
medianteel apareamiento de bases complementarias (véase Fig. 5.36). La aso- 
ciación estrecha de los cromosomas homólogos (sínapsis) comienza durante 
la etapa de zigoteno. Durante esta etapa una estructura proteica a modo de 
cremallera, denominada complejo sinaptonémico, se forma a lo largo de los 
cromosomas apareados (Fig. 14.34}, Ešte complejo mantiene a los cromoso¬ 
mas homólogos estrechamente unidos y alineados el uno con el otro durante la 
etapa de paquiteno, que se puede prolongar durante varios dias. La recombina- 
cfón entre los cromosomas homólogos se compieta durante su asociación en la 
etapa de paquiteno, permaneciendo los cromosomas unidos en los lugares del 
sobrecruzamiento (quiasmas). Los complejos sinaptonémicos desaparecen en 
la etapa de diploteno, y los cromosomas homólogos se separan. Sin embargo, 
es importante destacar que permanecen unidos en los quiasmas, lo que es 
esencial para que se alineen correctamente en la metafase. Llegado ešte punto, 
cada par cromosómíco (denomínado bívalente) está constituido por cuatro cromáti- 
dascon quiasmas vísíbles (Fig, 14.35). La diaeinesis, la etapafinal de la profase l f 
supone la transición a la metafase, durante la que los cromosomas se conden- 
san por completo. 

Durante la metafase I, los cromosomas bivalentes se alinean en eí huso. 
A diferencia de la mitosis (véase Fig. 14.27), los cinetocoros de !as cro- 
mátidas hermanas están adyacentes el uno al otro y se orientan en la misma 
dirección, mientras que los cinetocoros de los cromosomas homólogos están 
dirigidos hacia [os polos opuestos del huso (Fig 14,36). Por lo tanto, los micro- 
túbulos del mismo polo del huso se unen a las cromátidas hermanas, mientras 
que los microtúbulos de polos opuestos se unen a los cromosomas homólogos. 
La anafase I comienza con la rotura de los quiasmas por los que se mantienen 
unidos los cromosomas homólogos, Entonces los cromosomas homólogos se 
separan. mientras que las cromátidas hermanas permanecen unidas por sus 
eentrómeros. Por lo tanto, tras finalizar la meiosís I, cada célula hija ha recibi- 
do un miembro de cada par de homólogos, constituido por dos cromátidas her¬ 
manas. 

La meiosis II comienza inmediatamente después de la citocinesis, normál- 
meňte antes de que los cromosomas se hayan descondensado por completo. A 
diferencia de la meiosis I, la meiosis II se asemeja a una mitosis normaL En la 
metafase II, los cromosomas se alinean en el huso de tal manera que los mícro- 


Figúra 14.35 

Cromosoma brvalente en la etapa de diploteno, El cromosoma bivalente está consti- 
tuido por los cromosomas homólogos apareados, Las cromátidas hermanas de cada cro¬ 
mosoma se unen por el centrómero. Las cromátidas de los cromosomas homólogos se 
unen por los quiasmas. que son los sitios donde se ha producido la recombinación genéti- 
ca. (B. JohnA/tsuals Unlimited.) 
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Figúra 14.36 

Segregación cromosámica en la meiosis I. En !a metafase I. los cinetocoros de las 
eromátidas hermanas se encuentran fusionados o adyacentes el uno al otro. Los microtu- 
bulos procedentes del mismo polo del huso se unen a los cinetocoros de las eromátidas 
hermanas, mientras que los microtúbulos procedentes de pofos opuestos se anclan a los 
cinetocoros de cromosomas homólogos, Los quiasmas se rompen en la anafase I y los 
cromosomas homólogos migran a polos opuestos del huso. 


túbulos de los polos opuestos deí huso se unen a los cinetocoros de las cromá- 
tidas hermanas. La unión entre los centrómeros de las eromátidas hermanas se 
rompe en la anafase II, y las eromátidas hermanas segregan a polos opuestos, 
A continuación se produce la cítocinesis, dando lugar a células hijas haploides. 

Regulación de la meiosis en los oocitos 

Los oocitos (óvulos en desarrollo) de los vertebrados han sido modelos espe- 
cialmente útiles para irwestigar el ciclo celular debído, en gran parte, a su gran 
tamaňo y a que se manipulan facilmente en el laboratória. Un claro ejempJo de 
esto, que ya se tratô anteriormente en ešte Capitulo, lo proporciona ef deseubri- 
miento y la posterior purifieacion del MPF de oocitos de rana. La meiosis de 
estos oocitos, at ígual que la de otras especies, se regula en dos úntcos puntos 
del ciclo celular, y los estudíos sobre la meiosis de los oocitos han dado a cono- 
cer nuevos mecanismos de control del ciclo celular, 

El primer punto de regulación de la meiosis de los oocitos aparece en la 
etapa de diploteno de la primera división meiótíca (Fig. 14.37), Los oocitos pue- 
den permanecer detenidos en esta etapa durante largos períodos de tiempo 
—hasta 40 o 50 aňos en el ser humano—. Mientras permanecen detenidos en 
diploteno, los cromosomas de los oocitos se descondensan y se transeríben 
actívamente. Esta actividad transcripcional se refleja en el gran crecimiento de 
los oocitos durante ešte período. Porejemplo, los oocitos humanostienen cerca 
de 100 }irr\ de diámetro (más de cien veces el volumen de una célula somática 
típica). Los oocitos de rana son incluso mayores, con diámetros aproxímada- 
mente de 1 mm, Durante ešte periodo de crecimiento celular los oocitos acumu- 
lan gran cantidad de materiál de reserva, ineluyendo ARNs y proteínas, que se 
necesitan para mantener el desarrollo temprano del embrión. Como ya se men- 
cíonó anteriormente en ešte Capítulo, los ciclos celulares embrionariostempra- 
nos tienen lugar sin que se produzea crecimiento celular, dividiéndose el óvulo 
feeundado rápidamente en células más pequeňas (véase Fig, 14,2). 

Los oocitos de las diferentes especies varian respecto a cuándo se reanuda 
la meiosis y tiene lugar la fecundación. En algunos animales, fos oocitos perma¬ 
necen detenidos en la etapa de diploteno hasta que son fecundados, y sólo 
entonces prosigue la meiosis. Sin embargo, los oocitos de la mayoría de los 
vertebrados (ineluyendo las ranas, los ratones, y los humanos) reanudan la 
meiosis en repuesta a una estimulacíón hormonal y prosiguen a través de la 
meiosis I antes de la fecundación. La división celular tras la meiosis I es asimé- 
trica, dando lugar a un cuerpo polar pequeno y a un oocito que mantiene su 
gran tamaho. Entonces el oocito se dispone a entrar en la meiosis II sin haber 
reconstituido el núcleo o sin que se hayan descondensado sus cromosomas. La 
mayoría de los oocitos de los vertebrados se vuelve a detener en la metafase II, 
donde permanecen hasta la fecundación. 


Figúra 14.37 

Meiosis de los oocitos de los vertebrados. La meiosis se detiene en la etapa de diplo¬ 
teno, durante la que los oocitos crecen hasta atcanzar un gran tamaňo. Entonces los 
oocitos reanudan la meiosis en respuesta a la estimulacíón hormonal y completan la prime¬ 
ra división meiótíca, en la que una dtocinesis asimétrica da lugar a un cuerpo polar peque- 
ho. La mayoría de los oocitos de los vertebrados vuelve a detenerse en i a metafase II. 
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Figúra 14,38 

Actividad del MPF durante la meiosis 
de los oocitos. La estimulación hormo- 
nal de los oocitos en diploteno activa af 
MPF, lo que da lugar a que se pase a la 
metafase L Entonces ta actividad del MFF 
disminuye en la transidón de metafase I a 
anafase I. Una vez que se ha completado 
la meiosis I, aumenta de nuevo la activi¬ 
dad del MPF y permanece elevada duran¬ 
te la dele n c ión en metafase II. 


Al iguai que la fase M de las céluias somáticas, la meiosis de los oocitos es 
controlada por el MPF. Sin embargo, la regulación del MPF durante la meiosis de 
los oocitos manifiesta características únícas que son responsables de la detención 
en la metafase II (Rg. 14.38). La estimulación hormonal de los oocitos detenidos en 
diploteno hace que se reanude ta meiosis al activar a MPF, al igual que sucede en 
el paso de G 2 a M en ías céluias somáticas. Entonces, a! igual que en la mitosis, 
MPF induce !a condensación de los cromosomas, ta rotura de 9a envuelta nuclear, y 
lafonmación del huso, A partir de aquí, la activación del complejo B promotor de la 
anafase induce el paso de metafase a anafase de la meiosis I, junto con una dismi- 
nución en la actividad del MPF. Sin embargo, en contraste con la mitosis, la activi¬ 
dad de MPF sóto se ve parciatmente reducida, de modo que el oocito permanece 
en la fase M. la cromatina permanece condensada, y ias envueltas nucleares no se 
vuelven a forma r. Después de la citocinesis, aumenta de nuevo la actividad de 
MPF y se mantiene durante el tiempo que el óvulo permanece detenido en metafa¬ 
se II. Por iotanto, un mecanismo regulador único de los oocitos mantiene la activi¬ 
dad del MPF durante la transición de metafase a anafase de la meiosis I y la subsi- 
guiente detención en metafase IL lo que bloquea el paso de metafase a anafase en 
la meiosis II y la ínactivación del MPF que tendría lugar debido a la proteolisis de 
ta ciclina B durante una fase M normál. 

El factor responsable de la detención en ta metafase II lo identificaron por 
primera vez Yoshio Mashui y Clement Markert en 1971, en el mísmo conjunto 
de experimentos que llevaron al descubrimientodel MPF. Sin embargo, en ešte 
caso, se inyectó el citopíasma de un huevo que estaba detenido en la metafase 
li en una célula de embrión temprano que estaba sufriendo ciclos celulares mi- 
tóticos (Fig. 14.39). Tras esta tnyección del citoplasma del huevo, la célula em- 
brionariase detuvo en metafase, lo que indicaba que la detención en la metafa¬ 
se se inducía por un factor citoplasmátíco presente en el huevo. Debido a que 
ešte factor detenía la mitosis, se le denominó factor citostático (CSF), 


Figúra 14.39 

Identificación del factor citostático. Se microinyecta el citoplasma de un óvulo en meta¬ 
fase II en una célula de un embrión constituido por dos céluias. La céfuta embrionaria inyec- 
tada se detiene en metafase, mientras que la célula que no ha sido inyectada continua su 
división. Por lo tanto, un factor en el citoplasma dei óvulo en metafase II (factor citostático) 
ha inducido la detención en metafase de la célula embrionaria inyectada. 
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Figúra 14,4í 

Fec o n d a c ión . M ic rogra f i a ©I ect ró n ica de 
barrido de u n espermatozoide h u ma no fe- 
cundando un óvulo. (Dávid M, PhilipsA/i- 
sualas Unfimited.) 


Figúra 14.40 

Mantenimiento de la actividad de MPF por la proteína quinasa Mos. La proteína qui- 
naša Mos mantiene la actividad MPF tanto estimulando la síntesís de ciclína B como 
inhibiendo la degradación de ciclína B por parte del complejo promotor de la anafase. La 
acción de Mos está mediada por las proteinas quinasas MEK, ERK y Rsk. 


Expenrmentos más recientes han identificado a una proteína senna/treonina 
quinasa denominada Mos como un eomponente fundamental del CSF. Mos se 
sintetiza especŕficamente en los oocitos, alrededor del final de la meiosis I, y 
entonces se requtere tanto para el incremento de la actividad del MPF durante 
la meiosis II como para mantener la actividad del MPF durante la detención en 
metafase II. La acción de Mos se debe a ia activación de una quinasa MAP ERK. 
que desempeňa un papel centrál en las vías de la seňalización celular tratadas 
en e! Capítulo anterior. Sin embargo, ERK desempeňa un papel diferente en los 
oocitos; activa otra proteína quinasa denominada Rsk, que mantiene la activi- 
dad de MPF tanto inhibiendo ia degradación de la ciclina B como estimulando la 
síntesis de ciclina B (Fig. 14.40), Asi, Mos mantiene ia actividad de MPF duran¬ 
te la meiosis de los oocitos, desencadenando la detención de los oocitos en 
metafase II. Los oocitos pueden permanecer detenidos en ešte punto del ciclo 
celular meiótíco durante muchos días, hasta que sean fecundados. 

Fecundación 

En ia fecundación, el espermatozoide se une a un receptor en la superficíe del 
óvulo y se fusiona con la membrána plasmática de éste, comenzando asi el 
desarrclío de un nuevo organísmo diploide que contiene información genética de 
ambos progenitores (Fig. 14.41). La fecundación no sólo conduce a que se mez- 
clen los cromosomas paternos y maternos, sino que también induce una šerie de 
cambios en el citoplasma del óvulo que son criticos para el desarrollo posterior. 
Estos cambios activan al óvulo, lo que hace que se complete la meiosis del 
oocifo y que comiencen los ciclos celulares mitóticos del embrión temprano. 

Una sena! fundamental, debida a la unión del espermatozoide a su receptor 
en la membrána plasmática del óvulo, es el aumento en el nivel de Ca 2f en el 
citoplasma del óvulo, lo que posiblemente se deba a la activación de la hidrólisis 
del fosfatidílinositol 4,5 bífosfato {PIP^) (véase Fig. 13.27). Un efecto de ešte 
aumento de Ca 2t intracelular es la inducción de alteraciones en la superficie que 
ímpiden la entrada de más espermatozošdes en el óvulo. Ešte es un proceso 
fundamental para asegurar que se forma un embrión diploide normál, puesto 
que el óvulo permanece expuesto a un elevado número de espermalozoides. 
Se piensa que estas alteraciones se deben, al menos en parte, a la exocitosis 
inducida por Ca 2+ de vesículas secretoras que abundan debajo de la membrána 
plasmática del óvuío. La líberación de los contenidos de estas vesículas altera 
la cubierta extracelular del óvulo, de tal manera que se bloquea la entrada de 
otros espermatozoides. 

El aumento del Ca 21 citosólico tras la fecundación también es una seňal para 
que se complete ia meiosis (Fig. 14.42), En los óvulos que permanecen deteni¬ 
dos en la metafase !L la transición de metafase a anafase se pone en marcha 
mediante una activación del complejo promotor de la anafase inducida por Ca 2 ' . 
La inactivación del MPF resultante hace que se complete la segunda división 
meiótica, teniendo lugar una cítocinesis asimétrica {al igual que en la meiosis I) 
y produciendo un segundo cuerpo polar pequeňo, 

Una vez que se ha completado la meiosis del oocito, el óvulo fecundado 
(ahora denominado zigoto) contiene dos núcleos haploídes (denominados pro- 
nucleos), cada uno proveniente de un progenitor. En los mamíferos, los dos 
pronúcleos entran en fase S y replican su ADN a fa vez que migran el uno hacia 
el otro, Cuando se encuentran, el zigoto entra en la fase M de su primera divi¬ 
sión mitótica. Las dos envueltas nucleares se rompen, y los cromosomas con- 
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Figúra 14.42 

Fecundación y finalización de La meiosis. La fecundación induce el paso de la metafa- 
se II a la anafase ll r lo que da lugar a que se complete la meiosís del oocito y a la fomnación 
de un segundocuerpo polar (que normalmente degenera). El núcleodel espermatozoide se 
descondensa. por lo que el óvulo feeundado (zigofo) contiene dos núcleos haploides (pro- 
núcleos masculino y femenino), En los mamíferos, los pronúdeos replican su ADN a medi- 
da que se aproximan. Entonces comienza la mitosis, y íos cromosomas procedentes de 
ambos núcleos se alinean en un huso mitótico común, Por lo tanto, tras la mitosis y la 
citocinesis se obtiene un embrión formado por dos células y cada una de ellas contiene un 
genoma diploide. 


densados de origen paterno y materno se alinean en un mismo huso. El resulta- 
do al finalizar la mitosis son dos células embrionarias, cada una con un genoma 
diploide nuevo. Entonces comienza la šerie de divisiones celulares que, en últi- 
mo término, dará lugar al desarrollo de un nuevo organismo. 

Células madre y mantenimiento de fejidos adultos 

El desarrollo temp ráno se ca racte riza por la rápida proliferación de las células 
embrionarias, que a partir de un momento determinado se diferencian para dar 
lugar a los diversos tipos de células especializadas que constituyen los tejidos y 
órganos de los animales pluricelulares. A medida que las células $e diferencian 
su rítmo de proliferación suele disminuir, y la mayoría de las células en el animal 
adulto permanecen detenidas en la etapa G 0 del ciclo celular. Un numero redu- 
cido de tipos celulares diferenciados nunca se vuelven a dividir, pero la mayorŕa 
de las células pueden reanudar la proliferación cuando se necesita reponer las 
células que se han perdido debido a una lesión o a la muerte celular. Ademäs, 
algunas células se dividen continuamente a lo largo de la vída para reponer aque- 
llas células que tíenen una tasa de renovacíón elevada en el animal adulto. Por lo 
tanto, ha de exístir un equilíbrío entre la proliferación y la muerte celular para que 
se mantenga un numero constante de células en los tejidos y órganos adultos 

Proliferación de las células difetenciadas 

Las células del animal adulto se pueden cfasifícar en tres tipos generales en 
función de su capacidad de proliferación. Un reducido número de tipos celulares 
diferenciadas, como las células del músculo cardíaeo en el ser humano, no se 
dividen. Estas células se generan durante el desarrollo embrionario, se diferen¬ 
ciám y se mantienen durante toda la vida del animal. 

Algunos otros tipos de células diferenciadas mantienen la capacidad de pro- 
liferar. Estas células entran en la fase G 0 del ciclo celular pero resumen la preli- 
feradón cuando es necesaria para reemplazar células que han sido daňadas o 
han muerto. Células de ešte tipo incluyen a los fibroblastos de la piel, las células 
del musculo liso, las células endoteliales que revisíen los vasos sanguíneos y 
las células epiteliales de algunos órganos internos, como puede ser el higado. 
Un ejemplo de la proliferación controlada de estas células, estudiada anterior- 
mente en ešte capílulo, es la rápida proliferación de los fibroblastos de la plel 
para reparar el dano resultante de un corte o una herida. Otro ejemplo llamativo 
lo proporclonan las células hepáticas, que generalmente sólo se dividen raramen- 
te. Sin embargo, si se pierden números elevados de células hepáticas (p. ej., 
por la extirpación quirúrgica de parte del higado). las células restantes son esti- 
muladas y prolíferan para reemplazar al tejido que falta. Por ejemplo, la extirpa- 
eíón quirúrgica de dos tercios del higado de una rata está seguida de una rápida 
proliferación celular, deseneadenando la regeneráciou del higado completo en 
pocos días. 

Sin embargo, la mayoría de las células completamente diferenciadas ya no 
son capaces de llevar a cabo la división celular, pero pueden ser reemplazadas 
por la proliferación de células menos diferenciadas, denominadas células ma¬ 
dre. que están presentes en los tejidos de animales adultos. Puesto que retie- 
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Cultivo de células madre embrionarias 


Aislamiento de una tinea cetutar plurípotencial a partir de embriones 
tempranos de ratón cultivados en medto condicionado de células 
madre de teratocarcínoma 

Gail R. Martin 

Universidad de California, San Francisco, C A 

Procsedtngs of the National Academy of Science, USA, 1981, Votumen 78, pägs, 7634-7638 


Contexto 

Las células de embriones 
tempranos son únicas en su 
capacidad de prolíferación y 
diferenciación en todos los tipos de 
células que componen los tejidos y 
órganos de los animales adulíos. En 
1970, se encontró que los 
embriones tempranos de ratón, con 
frecuencia de sa r rol laba n tumores 
cuando eran retirados del útero y 
trasplantados en un sitio anómalo, 
Estos tumores, denomrnados 
teratocarcinomas, contenŕan células 
que eran capaces de formar una 
gama de tejidos diferentes a medida 
que crecían en el animal. Además t 
las células procedentes de los 
teratocarcinomas (denominadas 
células de carcinoma embrionario) 
podían aislarse y crecer en cultivo. 
Estas células se parecían a las 
células embrionarias normales y 
pódia inducirse su diferenciación en 
una varíedad de tipos celulares en 


cultivo. Algunas células de 
carcinoma embrionario también 
podían participar en el desarrollo 
normál de un ratón, si eran 
inyectadas en embriones 
tempranos de ratón (blastocístos) y 
a continuación implantados en una 
madre adoptiva. 

La capacidad de las células de 
carcinoma embrionario d e 
difereneiarse en una diversädad de 
tipos celufares y de participar en el 
desarrollo normál del ratón, sugería 
que estas células derivadas de 
tumores podían estar 
estrechamente emparentadas con 
las células madre embrionarias 
normales Sin embargo, los sucesos 
que Qcurrieron du raňte el 
establecimiento de 
teratocarcinomas en ratón eran 
desconocidos. Gail Martin hipotetizó 
que las células de carcinoma 
embrionario encontradas en los 
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teratocarcinomas eran, 
esencialmente, células 
embrionarias normales que 
proliferaban anómalamente debido, 
sencillamente, a que cuando eran 
retiradas del útero y trasplantadas a 
un sitio extraňo, no recibían las 
seňales apropíadas para índucir la 
diferendación norma!. Basándose 
en esta hipótesís, intentó cultivar 
células de embriones de ratón con 
el objetivo de aislar Iŕneas de células 
madre embrionarias normales. Sus 
expenmentos, junto con un trabajo 
similar de Martin Evans y Matthew 
Kaufman (Establecimiento en 
cultivo de células pluripotenciales a 
partir de embriones de ratón t 
Náture, 1981, 292; 154-156), 
demostraron que las células madre 
podían cultivarse directamente a 
partir de embriones de ratón 
normales. El aislamiento de estas 
tíneas de células madre 



t 
t 

mmjifj 


Diferendación celular 


Célula diferenciácia 
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nen la capacidad de proliferar y sustituir a las células diferenciadas a (o largo de 
la vida de un animal, las células madre juegan un pape! crŕtico en el manteni- 
miento de los tejidos adultos, 

Células madre 

La propiedad crítica de las células madre es que se dividen para producir célu¬ 
las hijas, las cuales pueden difereneiarse o permanecer como células madre 
(Fig. 14.43). Va que la dívisión de las células madre pradúce nuevas células 
madre, además de células hijas diferenciadas, las células madre son poblacio- 
nes autorrenovadoras que pueden servir como fuente para la praducción de 
células diferenciadas a lo largo de la vida. El papel de las céiuias madre es espe- 
cialmente evidente en el caso de varios tipos de células epfteliales que revisten el 
tubo digestívo, que poseen una corta duración de vida y deben ser reemplazadas 
por la prolíferación celular continua en los animales adultos. En todos estos 
casos, las células completamente diferenciadas no proliferan, pero son renova- 

Figúra 14A3 

Prolíferación de las células madre. Las céiuias madre se dividen para dar lugar a una 
célula hija que permanece como una célula madre, y a otra céiula hija que se diferencia (p 
ej., a una célula epitelial mtestinal). 
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Cultivo de células madre embríonarias (continuación) 

(A) (B) (C) 



embríonarias perm i ti ó la poštári o r 
manipulación genética y el análisis 
del desarrollo del ratón, además de 
plantear el posible uso de células 
madre embríonarias humanas en la 
terapia de trasplante. 

Experimentos 

Basándose en la premisa de que tas 
células de carcinoma embríonarias 
se derivaban a partír de células 
madre embríonarias normales, 
Martin intentó cultivar células a partir 
de blastocistos normales de ratón. 
Empezando con las células de 
aproxímadamente 30 embriones, 
aisló iniciaimente cuatro colonias de 
células en crecímiento tras una 
semana de cultivo, Estas células 
podían pasarse repetidamente a 
cultivos en masa t y podían 
derívarse, de forma reproducible, en 
nuevas líneas celulares cuando se 
repetía el experimento con 
embriones de ratón adicionales. 

Las líneas celulares derivadas a 
partir de embriones normales 
(células madre embríonarias) se 
asemejaban a las células de 
carcinoma embrionarío, derivadas 
de tumores. Lo más importante es 
que pódia índucirse la diferenciación 
de fas células madre embnonarias 
en cultivo en una variedad de tipos 
celulares, Incluyendo células 


endodérmicas, cartílago, y células 
semejantes a neuronas (ver figúra). 
Es más, si las células madre 
embríonarias eran inyectadas en un 
ratón, formaban tumores que 
conten ían múltiples tipos celulares 
diferenciados. Parecía entonces, 
que las líneas de células madre 
embríonarias, que retenían la 
capacidad de diferenciarse en una 
amplía gama de tipos celulares, 
podían establecerse en cultivo a 
partir de embriones normales de 
ratón. 

Impacto 

El establecimiento de líneas de 
células madre embríonarias ha 
tenido un gran impacto sobre el 
estudio de la genética y el desarrollo 
del ratón, además de abrir nuevas 
posibilidades para el tratamiento de 
una variedad de enfermedades 
humanas. Experimentos sucesivos 
demostraron que las células madre 
embríonarias podían participar en el 
desarrollo norma! del ratón tras s u 
inyeccíón en embriones murinos. 
Puesto que podían utiiizarse 
técnicas de transferencia génica 
para introducir o mutar genes en las 
células madre embríonarias 
cultivadas, estas células se han 
utílizado para investígar el papel d e 
diversos genes en el desarrollo del 



Las células madre embríonarias s e diferencia n 
en cultivo para formar una variedad de tipos celu¬ 
lares, incluyendo células semejantes a neuronas 
(A), células endodériTMcas (B), y cartílago (C). 


ratón. Como se estudió en el 
Capítulo 3, cualquier gen de interés 
puede ser inactivado en las células 
madre embríonarias, mediante la 
recombinadón homóloga con u n 
ADN clonado, y el pape! de dicho 
gen en el desarrollo del ratón puede 
determinarse a continuación, 
introduciendo las células madre 
embríonarias alteradas en 
embriones de ratón. 

En 1998, dos grupos de 
investigadores desarrollaron las 
primeras líneas de células madre 
embríonarias humanas. Debido a la 
capacidad de proliferación y 
diferenciación de estas células, 
ofrecen la posibilídad de 
proporcionar nuevas terapias para 
el tratamiento de una variedad de 
enfermedades. A pesar de que el 
numero de problemas técnicos y 
preocupaciones éticas deben 
afrontarse, ias terapias de 
trasplante basadas en el empleo de 
células madre embríonarias, 
pueden proporcionar la mayor 
esperanza para eI tratamiento de 
enfermedades como la de 
Parkinson, Alzheimer, la diabetes y 
las lesiones de la médula ©spínal. 


das continuamente por la proliferación de células madre que a continuación, se 
diferencian para mantener un numero estable de células diferenciadas. 

La producción de células de la sangre es un buen ejemplo del papel de las 
células madre en ef mantenimiento de las poblaciones celulares diferenciadas. 
Existen diversos tipos de células sanguíneas con funciones especializadas: Los 
eritrocitos (glóbulos rojos) transportan 0 P y C0 2 ; los granulocitos y los macrófa- 
gos son células fagocíticas; las plaquetas (que son fragmentos de los megaca- 
ríocitos) funcíonan en la coagulación sanguŕnea; y los linfocitos son responsa- 
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Figúra 14.44 

Formación de las células sanguíneas, Los diferentes típos de células sanguíneas provie- 
nen d e u na célula nnadre pluripotencta! de la médula ósea. Los precursores de las células 
diferenciadas sufren varias rondas de división cetular a medida que maduran, pero la prolífe- 
radón celular cesa cuando se alcanzarr los estadios temnínales de la diferenciadón. 


bles de la respuesta inmune. Todas estas células poseen un tiempo de vida 
limitado, desde m e nos de un día hasta algunos meses t y son producidas conti- 
nuamente por la división de una célula madre común (célula madre pluripoten- 
cial) en la médula ósea {Fig. 14.44). Los descendíentes de la célula madre pluri- 
potencial se comprometen a continuacíón, en una vía de díferenciación 
específica. Estas células continuan prolíferando y sufren varios cíclos de divi¬ 
sión a medida que se diferenciám Sin embargo, una vez que se encuentran 
completamente diferenciadas, cesan su proliferación, de modo que el mantení- 
miento de las poblaciones de células sanguíneas diferenciadas depende de la 
continua proliferación de la célula madre pluripotencial. 

Aplicaciones médicas de las células madre 

Ya que las células madre pueden replicarse, además de diferenciarse, para dar 
lugara una variedad de tipos celulares, son de considerable interés con respec- 





C a p í t u i o 14 ■ C i c t o celular • 625 


Figúra 14.45 

Uso potenciál de células madre embrionarias en la clonación terapéutica- En la 

clonación terapéutica, el núcleo de una célula somática adulta se transferiría a un oocito 
enucleado, que séria culíivado hasta dar iugar a un embrión temprano. A conlínuación las 
células madre embrionarias (ES) podrian derivarse y ser empleadas en la terapia de tras- 
plante Va que las células ES serían genéticamente idénticas al receptor del trasplante 
(que tue el donante del núcleo adulto), se evitarían las complicaciones debidas al rechazo 
inmunológico. 


to a sus potencíales aplicaciones médicas. Por ejemplo, puede ser posible em- 
plear las células madre para tratar una variedad de eníermedades humanas y 
reparar los tejidos daňados, Las células madre con la capacidad de diferencia- 
ción más amplia son las células madre embrionarias (células ES: embryo- 
nic stem ) que están presentes en los embriones tempranos y pueden dar Iugar 
a todos los tipos celulares diferenciados de los organismos adultos, Como se 
vio en el Capítulo 3 r estas células pueden ser cultivadas a partir de embriones 
de ratón y utilizadas para introducir genes alterados en los ratones (ver Fig. 
3.36). En 1998, dos grupos de Invesťsgadores publicaron el afslamiento de célu¬ 
las ES a partir de embriones humanos, sugiriendo la posíbilidad de que estas 
células madre humanas pudieran ser utilizadas para aplicaciones médicas, 

El aislamiento de células madre embrionarias humanas, siguió a la primera 
demostracíón, en 1997, de que el núcleo de una célula adulta pódia dar Iugar a 
un animal clonado viable (en ešte caso, un cordero) tras su trasplante en un 
oocito. La transferencia de núcleos de células somátícas adultas a oocitos ha 
sido utílfzada para crear descendencia clonada de una variedad de especies, 
incluyendo ovejas, ratones, cerdos, ganado vacuno, cabras, conejos y gatos, 
Puesto que las células madre embrionarias pueden obtenerse a partir de em¬ 
briones que se han producido por la transferencia de núcleos adultos en ooci¬ 
tos, estas observaciones sugieren la posíbilidad de la clonación terapéutica 
(Fig. 14.45). En la clonación terapéutica, un núcleo de una célula humana adut- 
ta séria transferído a un oocito y se emplearia para producir un embrión tempra¬ 
no en cultivo. Las células ES cultivadas a partir de un embrión asi clonado po- 
drían, en prineipio, emplearse para generar los tipos apropiados de células 
diferenciadas para la terapia de trasplante. Las células difereneiadas obtenidas 
por ešte procedimiento serían genéticamente idénticas al receptor del trasplan¬ 
te (que fue el donante del núcleo de la célula somática adulta), impidiendo las 
complicaciones potencíales de un rechazo inmunológico. 

La posíbilidad de dícha terapia de trasplante ofrece esperanza para el trata- 
miento de una variedad de trastornos devastadores, incluyendo la enfemnedad 
de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la díabetes y lesiones de la médula 
espinal. Aunque se ha obtenido un cierto éxito en modelos animales, deben 
superarse obstáculos mayores antes de que ia clonación terapéutica pueda 
aplicarse en el hombre, Son necesarias mejoras sustaneiales en los métodos 
empleados para generar embriones mediante la transferencia nuclear, y šerá 
necesario desarrollar procedimientos que diferencien fiablemente a las células 
ES en los tipos celulares apropiados, antes del trasplante, El desarrollo de la 
clonación terapéutica también conlleva cuestiones éticas, no sólo con respecto 
a la posíbilidad de clonar seres humanos (clonación reproductiva), sino tam- 
bíén con respecto a ia destrucción de embriones que sirven como fuente de 
células ES, Se ha sugerido que las células madre aisladas a partir de tejidos 
adultos podrian emplearse en Iugar de células ES para la sustitución de tejidos, 
pero la capacidad de proliferación y el potenciál de desarroilo de las células 
madre adultas parecen limitadas en comparación con las células ES, Mientras 
que muchos retos aún persisten, la investigación sobre células madre es una 
gran esperanza para abrir nuevas posibilidades para el tratamiento de una am¬ 
plia gama de enfermedades humanas. 
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fase G ir fase S, fase G 2 , G 0 , citómetro de 
flujo, separador celular de fluorescencia 

ŠTART, punlo de restricción 


punto de control del cicfo celular, p53 


facto r pro motor de la matíuracíón (M P F), 
Cdc2, cici i na 


G lt Ciclina, Cln, Cdk, Inftibidor de Cdk 

(GKI> 


R b, gen supresor de tumores, E2F 


profase, metafase, anafase, telofase, 
centrómero, cinetocoro, centrosoma, 
huso mitótico, prometafase 


microtúbulo cinetocórico, 

microtúbulo polar, microtúbulo astral 


RESUMEN 


CICLO CELULAR EUCARIGTA 

Fases del ciclo celular: El ciclo celular de las células eucariotas se divide en 
cuatro fases díferenciadas: M, G lŤ S, y G r La fase M consiste en la mitosis, a la 
que suele seguir la citocinesis. La fase S es el perióde de la replicación del ADN. 
Regulación del ciclo celular por ei crecimiento celular y por seňaies 
extracelulares: Las seňaies extracelulares y el tamaňo de la celu la regulan 
la progresíón a través de los puntos de control específicos del ciclo celular. 
Puntos de control del ciclo celular: Los puntos de control y el control por 
retroalimentación, coordinan fos procesos que tienen lugar durante las dífe- 
rentes fases del ciclo celular y detlenen el transcurso del ciclo celular si el 
ADN resulta daňado. 

Restringir la replicación del A DN a una vez por ciclo celular: U na vez 

que se ha realizado la replicación del ADN r se impide el comienzo de una 
nueva fase S hasta que la céluía haya completado la mitosis. 

REGULADORES DE LA PROGRESÍÓN DEL CICLO CELULAR 

MPF: Un dimero de Cdc2 y ciclina: EJ MFF es la molécula clave responsa- 
ble de regular eJ paso de G 2 a M en todos los eucariotas. El MPF es u n 
dimero constituido por la ciclina B y por ta proteína quinasa Cdc2. 

Familias de ciclinas y quinasas dependientes de cictinas: Distinfas pa- 
rejas constítuidas por ciclinas y proteína quinasas reíacionadas con Cdc2 
regulan la progresíón a través de las díferentes etapas del ciclo celular. La 
actividad de las Cdk’s se regula mediante su asocíacíón con las ciclinas, 
mediante fosforilaciones activadoras e inhibidoras, y mediante la uníón de 
inhibidores de Cdk. 

Factores de crecimiento y ciclinas de tipo D: Los factores de crecimiento 
estímulan la prolfferación de las células animales induciendo la síntesis de cicií- 
nas de tipo D, Entonces los complejos Cdk4,6/cidir>a D intervienen llevando a 
las células a través del punto de restricción en G v Un sustrato clave de los 
complejos Cdk4 1 6/ciclína D es la proteína supresora de tumores Rb, que regula 
la transcripción de genes que se requieren para la continuación del ciclo celular. 
Inhibidores de la progresíón del ciclo celular: el daňo al ADN y diversas 
seňaies extracelulares inhiben la progresión del ciclo celular. Esíos factores 
de inhibición suelen inducir la síntesis de inhibidores de Cdk 

SUCESOS DE LA FASE M 

Etapas de la mitosis: Cläsicamente, la mitosis se divide en cuatro etapas: 
profase, metafase, anafase y telofase. Los procesos fundamentaJes de la 
mitosis incluyen la condensación de los cromosomas, la formación del huso 
mitótico, la rotura de la envuelta nuclear, y la unión de los microtúbulos det 
huso al cinetocoro de los cromosomas. Entonces las cromátidas hermanas 
se separan y migran a los polos opuestos del huso, Por último. se vuelven a 
formar los núcleos, los cromosomas se descondensan y la citocinesis divide 
a la célula en dos. 

MPF y progresión a la metafase: la fase M comienza por la activación dei 
MPF, que fosforíla otras proteína quinasas asi como a láminas nucleares y a 
condensinas. La activación del MPF es la responsable de la condensación 
de la cromatina, de la rotura de la envuelta nuclear, de Ja fragmentación del 
retícuto endoplásmico y del aparato de Golgí, y de la reorganización de los 
microtúbulos para formar el huso mitótico. El andaje de los microtúbulos del 
huso a los cinetocoros de las cromátidas hermanas conducirá a que éstas se 
afineen en la placa metafásica. 
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Proteolisis e inactivación deí MPF: anafase y tetofase ; La actívacíón de 
una ubiquitína Itgasa denomínada complejo promotor de la anafase provoca 
la degradacíón de proteínas reguladoras clave en la transición de la metafa- 
se a la anafase. La proteolisis mediada por ubiquitinas, que la ínicíó el com- 
ptejo promotor de la anafase, induce la degradacíón de la cohesina, lo que 
rompe la unión entre las cromátídas hermanas al inicio de la anafase. La 
activación del complejo promotor de la anafase también induce la degrada¬ 
cíón de la cicfina B y la inactivación del MPF, lo que da lugar a la reconstitu- 
don de ía envuelta nucfear, la descondensadón de la eromatina, y el retorno 
de los mícrotúbulos a ia situación interfásica. 

Citocinesis: La inactivación del MPF también induce la citocinesis, En las 
células animales la citocinesis se produce debido a la contraccíón de un anillo 
constituido por filamentos de actina y miosina. En las células de los vegetales 
superiores la citocinesis se lleva a cabo mediante la formacíón de una pared 
celular y de una membrána plasmática nueva en ei interior de la célula. 

MEIOSIS Y FECUNDACIÓN 

Proceso de fa meiosis: La meiosis es un ciclo celular especializado que da 
lugar a células hijas haploides, A una única ronda de replicación de! ADN le 
síguen dos divisiones celulares consecutivas, Durante la meiosis I los cro- 
mosomas homólogos primero se aparean y luego segregan a células hijas 
diferentes. La meiosis II se asemeja a una mitosis normaf, en la que se sepa- 
ran las cromátidas hermanas. 

Regutación de f a meiosis en í os oocitos: La meiosis de los oocitos d e f os 
vertebrados se regula en dos únicos sitios del ciclo celular: en la fase de 
diploteno en la meiosis L y en la metafase en la meiosis II. Ladetencíón en la 
metafase II se debe a que el factor promotor de la mitosis es inhibido por una 
proteína quinasa que se expresa en los oocitos. 

Fecundación: La fecundación induce la reanudación de la meiosis en el ooci- 
to mediante una activación, dependtente de Ca 3+ , de! complejo promotor de la 
anafase. El óvulo fecundado contendrá dos núcleos haploides que formarán 
un nuevo genoma díploide, y comenzarán las divisiones celulares embrionarias. 

PROLIFERACIÓN CELULAR EN EL DESARROLLO 
Y EN LA DIFERENCIACIÓN 

Proiiferación de tas céiutas diferencíadas: La mayoría de las células en el 
animaf adulto se encuenfran detenidas en la fase G Q del ciclo celular. Un nu¬ 
mero reducido de típos de células diferencíadas ya no son capaces de proiife- 
rar T pero la mayoría sí proíiferarán cuando se requiera que repongan a aque- 
ilas células que se hayan perdido debido a una lesión o a la muerte celular. 

Céiutas madre: La mayoría de las células drferenciadas no protiferan elias 
mišmaš, sino que se reponen a fravés de la proiiferación de células madre. 
Las células madre se dividen dando lugar a una célula hija que se diferencia 
y a otra que permanece como célula madre. 

Apiicaciones médicas de ias céiutas madre: Debido a que las células ma¬ 
dre pueden proliferar y diferenciarse en una diversidad de típos celulares, 
pueden ser útiles como fuente de células para la terapia de trasplante. Las 
células madre embrionarias poseen el mayor potenciál de proiiferación y d i- 
ferenciación. Gombinado con procedimientos de transferencia de núcleos de 
células somáticas a oocitos, estas células ofrecen Ja posibilidad de la clona- 
ción terapéutica para la terapia de trasplante en una variedad de enfermeda- 
des devastadoras. 


complejo promotor íle ta anafase, 
cohesina 


anillo eontráciil, piaca celular 


meiosis, leptoteno, zigoteno, paquiteno, 
diploteno, diacinesís, sinapsis, complejo 
sínaptonémico. quiasma 


cuerpo polar factor citostático (CSF), 
Mos 


fecundacióri, zigoto, promícleo 


célula madre 


célula madre embrionaría <cékila ES), 
clonación terapéutica, clonación 
reprod úctivá 
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Preguntas 

1* qué se parecen las células en G u 
y G t ? i En qué dífíeren? 

2. Considérese una célula de mamífem 
que se divide cada 30 horas. La observa- 
ción al microscopio indica que, en un mo¬ 
mente dado T s e encuentran en mitosis ei 
3.3% de las células. Tras e! análisís por el 
citómetro de flujo se establece que el 
53,3% de las células tiene una cantidad 
de ADN de 2 n, el 16,7% tiene una canti¬ 
dad de 4n, y el 30% tiene una cantidad 
que oscila entre 2n y 4n. ^Cuál es la dura- 
ciónde las fasesG,, S, G P y M de! ciclo de 
estas células? 

3. La radiacíón daria al ADN y detiene la 
progresión del ciclo celular en puntos de 
control en G |r S y G 2 . čPor qué resulta 
ventajcso para las células daňadas? 

4. El punto de control del huso retrasa ei 
comienzo de la anafase hasta que todos 
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STl-571: tratamiento del cáncer L— que se debe a la alteración de los rmecanismos reguladores que dirigen el 

dirígido contra el oncogen bcr/abl 66/ comportamiento de la célula normál. Como ya se Irató en Capítulos ante- 

riores, la proliferación, diferenciación y šupervivenčia de las células individuales 
en los organismos pluricelulares se regulan cuidadosamente para atender los 
requerimientos del organismo como un todo. Esta regulación no existe en las 
células cancerosas, que crecen y se díviden de una manera íncontrolada, y que 
en última inštancia se propagan por todo el cuerpo e interfieren con la función 
de los tejidos y de los órganos sanos. 

Puesto que el cáncer se debe a alteraciones en los mecanismos fundamen- 
tales de la regulación celular, es una enfermedad que en ultimo término ha de 
ser caracterizada a los niveles molecular y celular. En efecto, la comprensión 
del cáncer ha sido un objetivo de los biólogos moleculares y celulares durante 
muchos aňos, De igual forma, el estudio de las células cancerosas también ha 
ayudado a esclarecer los mecanismos que regulan el comportamiento de las 
células sanas. De hecho, muchas de las proteínas que desempeňan papeles 
clave en la seňalización celular en la regulación del ciclo celular, y en el control 
de la muerte celular programada se identificaron por prímera vez porque altera¬ 
ciones en su actividad causaban la proliferación incontrolada de las células can¬ 
cerosas. Por lo tanto, el estudio del cáncer ha contribuido de manera significati- 
va a nuestro conocimiento de la regulación de las células sanas y viceversa. 


Desarrollo y causas del cáncer 

La principál alteración que causa el desarrollo de un cáncer es la proliferación 
continua e incontrolada de las células cancerosas. En vez de responder apropia- 
damente a las seňales que controlan ei comportamiento celular normál, las célu¬ 
las cancerosas crecen y se dividen de manera incontrolada, invadiendo los teji¬ 
dos y los órganos sanos y, fínalmente, diseminándose por todo el cuerpo. La 
pérdida generalizada del control del crecimiento que muestran las células cance¬ 
rosas es el resultado neto de la acumulación de alteraciones en múltiples siste- 
mas reguladores de la célula, y se refleja en varios aspectos del comportamien¬ 
to celular que diferencian a las células cancerosas de sus equivalentes sanas. 

Tipos de cáncer 

El cáncer se puede producir por la proliferación anormal de cualquiera de los 
diferentes tipos de células del cuerpo, por lo que hay más de cien tipos distintos 
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Figúra 15,1 

Cáncer del páncreas, Micrografía de luz 
de una sección a través del páncreas en la 
que se observa un cáncer pancreático. 
Las células cancerosas poseen núcleos 
de color vioteta, y están invadiendo el tejí- 
do normál (rosa). (Astrid y Hanns-Frieder 
M tehle r/S P L/ P h oto Researchers. Inc.) 



de cáncer que pueden diferir sustanciatmente en su comportamiento y respues- 
ta al tratamíento. La cuestión más importante en ta patológia del cáncer es dis- 
tinguír entre tumores benignos y maiignos (Fíg. 15.1). Un tumor es una prolífe- 
racäón anormal de las células, que puede ser benigno o maiigno. Un tumor 
benigno, como las verrugas comunes de la piel, permanece confínado en su 
localización originál, sin invadir el tejido sane adyacente ni propagarse a lugares 
distantes del cuerpo. Sin embargo, un tumor maiigno es capaz de invadir el 
tejido normál adyacente y de propagarse po r el cuerpo mediante los sistemas 
circulatorio o linfátíco (metástasis). Sólo a los tumores maiignos se les denomi- 
na propfamente como cánceres, y es su capacidad para invadir y dar lugar a la 
metástasis lo que convierte al cáncer en algo tan peligroso, Mientras que los 
tumores benignos pueden eliminarse mediante cirugía, la dífusión de íos tumo¬ 
res maiignos a lugares del cuerpo distantes los suefe hacer resistentes a ešte 
tratamiento local. 

Tanto los tumores maiignos como los benignos se clasifican de acuerdo al 
típo de cálula del que proceden. La mayona de los cánceres se íncluyen en uno 
de tres tipos princtpales: carcinomas, sarcomas y leucemias o linfomas. Los 
carcinomas, que incluyen aproximadamente al 90% de los cánceres huma- 
nos, son alteraciones de las células epiteliales, Los sarcomas, que son raros 


TABLA 15.1. Cánceres más frecuentes 

Localización del cáncer 

Casos por ano 

Muertes por ano 

Prostata 

220.900 (16,6%) 

28.900 (5,2%) 

Mama 

212.600 (15,9%) 

40.200 (7,2%) 

Pulmón 

171.900(12,9%) 

157,200 (28.2%) 

Colon/recto 

147 500 (11,1%) 

57.100 (10,3%) 

Linfomas 

61.000 (4 r 6 %) 

24.700 (4.4%) 

Vejiga 

57.400 (4,3%) 

12.500 (2.2%) 

Piet (meianoma) 

54.200 (4,1 %) 

7.600 (1,4%) 

Útero 

52,300 (3,9%) 

10.900 (2,0%) 

Riňón 

31.900 (2,4%) 

11.900 (2,1 %) 

Páncreas 

30.700 (2,3%) 

30,000 (5,4%) 

Leucemias 

30.600 (2.3%) 

21,900 (3,9%) 

Subtotal 

1 071 000(60,3%) 

402 900 (72.4%) 

Todos los sitios 

1,334.100 (100%) 

556,500 (100%) 


Fuente; American Cáncer Society, Cáncer Facts and Figures-2003- 
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Figúra 152 

Carácter clónico de los tumores. Un tejido normál es un mosaico de células en las 
que Ltno de los cromosomas X diferentes (X, y X 2 ) se ha inactivado. Los tumores se 
desarrollan a paríir de una úniea célula iniciál alte rada, por io que cada célula tu mora! 
mostrará el mismo patrón de inactivacŕón de X (X, inactivo, X^ activo). 


en humanos, son tumores sóľidos de tejidos conectivos, como el músculo, hue- 
so, cartílago y tejido fibroso. Las leucemias y los linfomas, que contabiíizan 
aproximadamente el 7% de los casos en humanos, surgen a partir de las cólu- 
las hematopoyéticas y de las células del sistema inmune, respectivamente. Es- 
tos tumores se clasífican a su vez atendiendo al tejido de origen (p. ej., carcino- 
ma de pulmón o de mama) y al tipo de célula ínvolucrada, Por ejemplo, los 
fibrosareomas surgen a partir de los fíbroblastos, y las leucemias erítroides a 
partir de íos precursores de los eritrocitos (glóbulos rojos sanguíneos). 

Aunque hay muchos tipos de cáncer, sólo son mayoritarios unos pocos (Ta¬ 
bla 15.1). En Estados Umdos se diagnostican anualmente más de un milión de 
casos de cáncer, y más de 500.000 americanos mueren de cäncer al aňo Más 
del 80% de la incidencia total del cáncer se debe a los que afectan a once 
zonas distíntas del cuerpo. Los cánceres más comunes, que constituyen más 
de fa mitad de los casos de cáncer, son los de mama, prostata, pulmón y co- 
fon/recto. El cáncer de pulmón, con mucho el más letal, os el responsable de 
cerca del 30% de todas las muertes por cáncer. 

Desarrollo del cáncer 

Una de las características fundamentales del cáncer es que los tumores son 
dones, es decír los tumores se desarrollan a partir de una única célula que 
prolifera de manera anormal. El origen de muchos tumores a partir de una única 
célula se ha demostrado mediante el análisis de la ínactivación del cromosoma 
X (Fig. 15.2), Como ya se trató en ei Capítulo 8, un miembro del par de cromo¬ 
somas X se inactíva en Jas células femeninas y paša al estado de heterocroma- 
tina. La inactivadón del cromosoma X ocurre al azar d u raňte el desarrollo em- 
brionario, por lo que uno de Jos cromosomas X es inactivado en afgunas células 
mientras que en otras se inactiva el otro cromosoma X. Por lo lanto, si una 
hembra es heterocigota para un gen del cromosoma X, se expresarán alelos 
distintos en células distintas. Los tejidos sanos se componen de una mezcla de 
células con cromosomas X inactivos diferentes, por lo que en los tejidos norma- 
les de hembras heterocigotas se detecta la expresión de ambos alelos. Por e! 
contrario, en los tejidos íumorafes se suele expresar sólo un alelo de un gen 
heterocigoto portado por el cromosoma X. Esto impfíca que todas las células que 
constituyen ese tumor derivan de una única célula originál, en la que se fíjó el 
patrón de inactivación del cromosoma X antes de que el tumor se desarrollara. 

Sín embargo, el origen clonal de los tumores no implica que la célula progeni- 
tora originál que da lugar al tumor tenga, en principto, todas las características de 
una célula cancerosa, Por el contrario, el desarrollo del cáncer es un proceso 
«muftietapa», en el que las células se convierten en malignas progresivamente a 
través de una šerie de alteraclones. U n dato que indica el desarrollo multíetapa 
del cáncer es que la mayoría de los cánceres se desarrollan en las etapas tardías 
de la vida. Por ejemplo, la incidencia del cáncer de colon se íncrementa por un 
factor de más de drez entre los 30 y 50 aňos de edad, y por otro factor de diez, 
entre los 50 y 70 aňos (Fig. 15,3). Ešte incremento tan drástico de la incidencia 
del cáncer con la edad sugiere que la mayoría de los cánceres se desarrollan como 
consecuencia de múltiples alteraciones, que se acumulan durante muchos aňos. 

A nivel celular, el desarrollo del cáncer se considera un proceso multietapa 
constituido por la mutación y selección de aquellas céíulas con una capacidad 
cada vez mayor de proliferación, supervivencia T invasión y metástasis (Fig. 
15.4). El primer paso del proceso, la inictación del tumor, se considera que se 
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Figum 152 

Incremento de la tasa de cáncer de 
colon con la edad. Tasa de muertes 
anuales por cáncer de colon en los Esta¬ 
dos Unidos. (Datos a partir de J. Cairns, 
1978. Cáncer: Science and Society , 
New York: W H Freeman.) 
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Figúra 15.4 

Etapas del desarrollo de un tumor. El desarrollo de un cäncer se inicia cuando una 
úníca célula que ha sufrido una mutación comienza a proltferar de manera anormai. 
Mutaciones adicionales, a las que [es sigue una selección de aquellas células de la 
población en íunción de su ritmo de crecimiento, dan iugar a la progresión del tumor 
caracterizado por un crecimiento más rápido y una mayor malignidad. 


debe a una alteración genética que provoca la prolíferación anormai de una 
unica célula. La prolíferación ceíufar da Iugar a una población donal de células 
tumorales. La progresión del tumor se produce a medida que se producen 
mutaciones adicionales en las células de la poblacíón del tumor, Algunas de 
estas mutaciones confieren una ventaja selecfiva a la célula, como por ejemplo, 
un crecimiento más rápido, y los descendientes de las células que portan dicha 
mutación domínarán en la población tumoral. Ešte proceso se denomina selec¬ 
ción donal puesto que un nuevo clôn de células tumorales ha evolucionado en 
función de $u ritmo de crecimiento más rápido o de otras propiedades (como la 
supervivencia, invasión o metástasis) que le confieren una ventaja seleetiva. La 
selección donal continúa durante el desarrollo del tumor, por lo que los tumores 
cada vez crecen más deprisa y aumenta cada vez más su caráeter maligno. 

Los estudios de los carcinomas de colon proporcionan un claro ejemplo de 
la progresión tumoral durante eí desarrollo de una alteración maligna humana 
común (Fig. 15.5). El primerestadío en el desarrollo del tumor es el aumento de 
la protiferación de las células epiteliales de colon* Una de las células de esta 
población en crecimiento dará Iugar a una pequeňa neoplasia benígna (un ade~ 
noma o potipo). Posteriores rondas de selección clonal dan Iugar al credmíen- 
to de adenomas de un tamaňo y potencia! proíiferativo cada vez mayor. Entom 
ces surgen carcinomas malígnos a partir de los adenomas benignos, lo cual se 
reconoce por la invasión de las células tumorales a través de la lámina basal 
hasta el tejido conectivo subyacente. A partir de aquí. las células cancerosas 
contlnúan proliferando y se propagan a través de los tejidos conectivos de la 
pared del colon. Fínalmente las células cancerosas atraviesan la pared del co¬ 
lon e invaden otros órganos abdominales, como la vejíga o el intestino delgado, 
Además, las células cancerosas invaden los vasos sanguineos y linfáticos, lo 
que les permite formar metástasis por todo el cuerpo. 

Causas del cäncer 

Las sustancias que causan cáncer, denominadas carcínógenos. se han identifica- 
do mediante estudios en animales de experimentación y mediante análisis epide- 
miológicos de la frecuencia del cáncer en las poblaciones humanas (p. ej., la eleva- 
da incidencia de cáncer de pulmón entre los fumadores). Puesto que el desarrollo 
del caráeter maligno es un proceso multietapa complejo, son muchos los factores 
que pueden ínfluir en el desarrollo del cáncer y, en la mayoría de los cánceres, es 
simplista hablar de una única causa. De todas maneras, se han encontrado mu¬ 
chos agentes, entre los que se incluyen la radiación, productos químicos y virus T 
que inducen cáncer tanto en animales de experimentación como en humanos. 

La radiación y muchos carcinógenos químicos (Fig. 15.6} actúan dahando el 
ADN e induciendo mutaciones. A estos carcinógenos se les suele denominar 
agentes inidadores, puesto que la inducción de mutaciones en determinados 
genes se considera el proceso iniciál que conduce al desarrollo del cáncer, Al- 
guno de los agentes ínicíadores que contribuyen a causar cánceres humanos 
son !a radiación ultravioleta del sol (la principál causa de cáncer de piel) T los 
productos químicos carcinógenos en el humo del tabaco, y la aflatoxina (un 
potente carcínógeno hepátíco producido por algunos mohos que contaminan 
reservas de cacahuetes y de otros tipos de grano aímacenadas de forma inade- 
cuada). Los carcinógenosen e! humo del tabaco (incluyendo el benzo(a)pireno, 
la dimetilnitrosamina, y los compuestos de níquel) son las principales causas idenii- 
ficadas de cáncer en e! hombre. Fumar es la causa índiscutible del 80% al 90% 
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Figúra 15.5 

Desarrollo de carcinomas de colon, Una única céfula alterada da lugar a una pobla- 
ción celular proliferativa, que primero evofuciona a adenomas benignos de un tamaňo 
cada vez mayor, y posteriormente a un carcinoma maJigno. Las células cancerosas 
invaden el tejido conectivo subyacente y penetran en los vasos sanguíneos y linfáticos, 
distribuyéndose de esia manera por todo el cuerpo. 


de los cánceres de puimón r e igualmente está ímpiicado en los cánceres de la 
cavidad oral, faringe, laringe, esófago y otras partes. En total, se estima que 
fumar es la causa de casi un tercio de todas las muertes por cáncer —una 
mortalidad impresionante para un único agente carcinógeno—. 

Otros carcinógenos contribuyen al desarrollo deí cáncer estimulando la pro- 
liferación celular, en vez de induciendo mutaciones. Estos compuestos se de- 
nominan promotores tumorales, puesto que el mcremento de la divisíón celu¬ 
lar que inducen se requiere para el desarrollo de una población celular 
proliferativa durante los pnmeros estadios del desarrollo del tumor Un ejemplo 
clásíco son los ésteres de forbol que esttmulan la proliferación celular activando 
la proteína quinasa C (véase Fig. 13.26). Su actividad se caracterizó a través de 
los estudios de inducción química de tumores de piel en ratones (Fig. 15.7). En 
ešte sistema la génesis del tumor puede iníciarse mediante un único tratamiento 
con un carcinógeno mutagénico. Sin embargo, los tumores no se desarrollan a 
no ser que los ratones sean tratados con un promotor tumoraf (normalmente un 
éster de forbol) que estimute la proliferación de las células rmutadas. 

Las hormonas, principalmente los estrógenos, son promotores tumorales im- 
portantes en el desarrollo de aigunos cánceres humanos- Por ejemplo. la prolife¬ 
ración de las células del endometrío uteríno es estimulada por los estrógenos, y la 
exposición a un exceso de estrógenos incrementa de manera significativa la poši- 
bilidad de que una mujer acabe desarrollando un cáncer de endometrio. Por lo 
tanío, la terapia basada en altas dosís de estrógenos durante largo tiempo para 
tratar la menopausia incrementa el riesgo de cáncer de endometrio Afortuna- 
damente ešte riesgo disminuye adminístrando progesterona para contrarrestar 
el efecto estimulador de los estrógenos en la proliferación celular en el endome- 
trio. Sin embargo, la terapia durante largo tiempo basada en la combinacíón de 
estrógenos y progesterona puede incrementar el riesgo de cáncer de mama. 

Además de la radiacíón y de los productos químicos. aigunos virus Inducen 
cáncer tanto en animales de experimentación como en humanos. Los cánceres 
humanos comunes causados por virus incluyen al cáncer de hígado y al carci¬ 
noma cervical , que en conjunto suponen det 10 al 20% de la incidencía mundial 


Figúra 15.6 

Estructura de carcinógenos químicos representativos. 
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Figúra 15.7 

Inducción de tumores en ta piei del 
ratón. Los tumores se inician por muta- 
ciones índucidas por un carcmógeno. En- 
tonees, para que el tumor se desarrolle, 
se requiere el tratamiento con u n promó¬ 
tor tumoral que estimule la proiiferación 
de las células mutadas. 


del cáncer, Estos vírus no son solamente importantes como causas de cáncer 
en el hombre; como se tratará posteriormente en ešte Capítulo, los estudios 
acerca de los vírus tumorales han desempeňado un papel fundamental en la 
caracterización de los procesos molecutares responsables del desarrollo de los 
cánceres inducidos por carcinógenos víricos y no víricos. 


Prop teda des d e las células cancerosas 

El erecirmento incontrolado de las cétulas cancerosas se debe a la acumulación 
de alteradones que afectan a muchos de los mecanismos de la regulación ceíu- 
iar que se han visto en los Capŕtulos anteríores, Esta relación se observa en 
muchos de los aspectos del comportamiento celular que diferencían a las células 
cancerosas de las células normales. Las células cancerosas manifiestan altera- 
cíones en los mecanismos que regulan la proiiferación, diferenciación y supervt- 
vencla celular normál. En conjunto, estas propiedades caractensticas de las célu¬ 
las cancerosas permiten una descripclón a nivel celular del carácter maligno. 

Las células en cultivo simulan la proiiferación íncontrolada de las células 
cancerosas in vivo. Una primera diferencia entre las células cancerosas y las 
células normales en cultivo es que las células normales muestran una inhibición 
de la proiiferación dependiente de la densidad (Fig. 15.8), Las células norma¬ 
les proliferan hasta alcanzar una densidad celular determinada, en funcäón de la 
disponibilidad de los factores de crecimiento aňadidos al medio de cultivo (nor- 
malmente en forma de suero). Entonces cesa su proiiferación y permanecen en 
reposo, detenidas en la fase G 0 del ciclo celular (véase Fig. 14.6). Sin embargo, la 
proiiferación de la mayoría de las células cancerosas no es sensibie a esta inhibi¬ 
ción dependiente de la densidad. En vez de responder a las seňales que hacen 
que las células normales dejen de proliferar y entren en G 0 , las células tumorales 
siguen creciendo hasta alcanzar una densidad elevada de células en cultivo, de 
la misma manera que ocurre con la proiiferación incontrolada in vi vo. 

Una diferencia entre las células normales y las células cancerosas relacio- 
nada con lo anterior es que mucbas células cancerosas requieren pocos facto¬ 
res de crecimiento extracelulares. Como ya se trató en el Capítulo 13, la prolife- 
ración de la mayoría de las células se controla, al menos en parte, por factores 
de crecimiento polipeptŕdicos. Para afgunos tipos ceiu!ares t especialmente fos 
fibrobfastos, la disponibilidad de los factores de crecimiento séricos es el princi¬ 
pál determinante de su capacidad de crecimiento en cultivo. Ei requerimiento 
por parte de estas células de los factores de crecimiento está muy relacionado 
con el fenómeno de ía inhibición dependiente de la densidad, puesto que la 
densidad a la que los fibroblastos normales entran en reposo es proporcíonal a 
la concentración de los factores de crecimiento séricos en el medio de cultivo. 


Figúra 15.8 

Inhibición dependiente de la densL 
dad. Las células normales proliferan en 
cultivo hasta que se alcanza una determi¬ 
nácia densidad celular; a partir de enton¬ 
ces las células permanecen en reposo. 
Sin embargo, las células tumorales si¬ 
guen proliferando con independencia de 
la densidad celular alcanzada, 
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Figúra 15.9 

Estimulación autocrína deí crecimiento. Llna céluia produce 
un factor de crecimiento fronte al cual también responde, io que 
origína ta estimulación continua de !a proliferación celular. 
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Producción 
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crecimiento 


En el caso de muchas céluias tumorates su necesidad de factores de creci¬ 
miento es mucho menor comparada con la de las céluias normales, lo que con- 
tribuye a la proliferación incontrolada de las céluias tumorales taňte in vitro 
como in vivo. En algunos casos, las céluias cancerosas producen factores de 
crecimiento que esiimulan su propía proliferación (Fig. 15.9). Esta producción 
anormal de un factor de crecimiento por parte de la céluia conduce a la autoesti- 
mulación continua de la división celular (estimulación autocrína del creci¬ 
miento), por lo que las céluias cancerosas dependen en menor medida de los 
factores de crecimiento que provengan de otras fuentes físiológicas normales. 
En otras ocasiones, las céluias cancerosas tienen un requerimiento reducido de 
factores de crecimiento debido a que los sistemas de seňalización íntracelular 
están alterados; es decir, no está regulada la actividad de los receptores de los 
factores de crecimiento o la de otras proteínas (p. ej,, proteínas Ras o proteŕna 
quinasas) que se trataron en el Capítulo 13 como componentes de las vías de 
transducción de las seňales que conducen a la proliferación celular. 

La regulación de las céluias cancerosas mediante las interacciones célula- 
célula y célula-matriz extracelular, también se produce de una manera menos 
rigurosa que en el caso de las céluias normales. La mayona de las céluias can- 
cerosas tiene menos capacidad de adhesión que las céluias normales, lo que es 
debido, generalmente, a una expresión reducida de las moléculas de adhesión de 
la superficie celular, Por ejemplo, la pérdida de la E-cadherina, la molécula de 
adhesión principál de las céluias epiteliales, es un factor importante para el desa- 
rrollo de carcinomas (cánceres epiteliales). Debido a que las moléculas de adhe¬ 
sión celular tienen un bajo nivel de expresión, las céluias cancerosas están poco 
restringidas por las interacciones con otras céluias y con otros componentes tisula- 
res, lo que proporciona a las céluias malignas la capacidad de invadir y dar lugar 
a metástasis. La poca adhesividad de las céluias cancerosas también da lugar a 
alteraciones morfológicas y del citoesqueleto: muchas céluias tumorales son 
más redondeadas que las normales, en parte debido a que no se unen de una 
manera tan firme ni a la matriz extracelular ni a las céluias vecinas, 

Una diferencia llamativa en las interacciones célula-célula entre las céluias 
normales y las céluias cancerosas se muestra en el fenómeno de la inhibición 
por contacto (Fig, 15.10). Los íibroblastos normales mígran a través de ta su¬ 
perficie de la placa de cultivo hasla que contactan con la céluia vecina. Enton- 
ces se inhibe la migraeión celular, y tas céluias normales se adhieren unas a 
otras formando una estructura ordenada en la superficie de la placa de cultivo, 
Sin embargo, las céluias tumorales siguen desplazándose tras el contacto con 
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Figúra 15.10 

Inhibición por contacto. Micrografías al 
microscopio óptico (izquierda) y al micros- 
copio electronico de barrido (derecha), de 
fibroblastos normaies y de células tumora- 
les. La migración de los fibroblastos nor¬ 
maies se inhibe mediante el contacto celu- 
lar, por lo que se dísponen ordenadamente, 
lado junto a lado, en la superficie de la pla- 
ca de cultivo. Sin embargo, las células tu- 
morales no se inhiben por contacto celu- 
lar, por lo que migran unas sobre otras y 
se disponen de una manera desordenada 
forma n do una estructura en varias capas. 
(Coríesía de Lan Bo Chen, Dana-Farber 
Cancer Inštitúte.) 
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sus vecinas, mtgrando a través de las células adyacentes dando lugar a un 
patrón en varias capas y desorganizado. No solamente el movimiento, síno tam- 
bién la proliferadón de muchas células normaies se inhibe por contacto célula- 
célula, y las células cancerosas som de una manera característica, insensibles 
a esta inhibición por contacto del crecimiento. 

Otras dos propiedades de las células cancerosas afecían a su integracíón 
con otros componentes tisulares, por lo que desempeňan un pape! ímportante 
en la invasión y en la metástasis. En primer lugar T las células transformadas 
soelen secretar proteasas que digieren los componentes de la matriz extracelu- 
lar, lo que permite a las células cancerosas ínvadir los tejidos normaies adya- 
centes. Por ejemplo, fa secreción de colagenasa parece ser un factor importan- 
te en la capacidad de los carcinomas de dígerir y penetrar a través de la lämina 
basa! invadiendo el tejido conectivo subyacente (véase Fig. 15,5). En segundo 
lugar, las células cancerosas secretan factores de crecimiento que promueven 
la formación de nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis). La angtogénesis es 
necesaria para mantener e! crecimiento de un tumor por encima de un tamaňo 
de un milión de células, punto en el que se requieren nuevos vasos sanguíneos 
para proporeionar oxígeno y nutrientes a las células tumorales en proliferación 
Estos vasos sanguíneos se forman en respuesta a factores de crecimiento se- 
cretados por las células tumorales: estos estímulan la proliferación de las célu¬ 
las endoteliales de ias paredes de los capifares en el tejido contiguo, lo que 
origina la extensíón de nuevos capilares en el tumor. La formación de estos 
nuevos vasos sanguíneos es importante no sólo para mantener el crecimiento 
del tumor, sino también en la metástasis. Las células tumorales pueden pene- 
trar fácilmente en los nuevos capilares formados en respuesta a la estimulación 
angiogénica, lo que proporciona una nueva oportunidad para que las células cam 
cerosas entren en el sistema círculatorio y comience el procese de metástasis. 

Otra característica generál de la mayoría de las células cancerosas es que 
no se diferencian de manera normál. Esta dtferenciación deíectuosa se asocia a 
la proliferación anormai, puesto que, como ya se discutió en el Capítufo 14, la 
mayoría de las células diferenciadas o se divíden con muy poca frecuencia o no 
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se dividen. Las células cancerosas en vez de llevar a cabo su programa de 
diferenciación normál, se bloquean en un estado temprano de dfferenciación, lo 
que concuerda con su prolíferación activa continua. 

Las leucemias proporcionan un ejemplo particularmente bueno de la relación 
entre una diferenciación defectuosa y la caracteristica de maligmdad de estas 
células. Todos los típos diferentes de células sanguíneas se derivan de una célu- 
la madre comun de la médula ósea (véase Fig. 14.44). Los descendientes de 
estas células están determinados a seguir vías de diferenciación específicas. Por 
ejemplo, algunas células se diferencian para formar eritrocitos mientras que otras 
se diferencian para formar linfocitos, granulocitos, o macrófagos. Las células de 
cada uno de estos tipos sufren varias rondas de división a medida que se diferen¬ 
cian, pero una vez que se han diferenciado por completo, cesa la división celular. 
Por el contrario, las células leucémicas son incapaces de sufrir la diferenciación 
terminál (Fig. 15.11). En vez de ello, se detienen en los estadios tempranos de 
maduración manteniendo su capacidad de prolíferación y siguen reproduciéndose. 

Como ya se trató en el Capítulo 13, la muerte celular programada o apop- 
tosis es un componente del programa de diferenciación de muchos tipos celu- 
lares, mcluyendo las células sanguíneas. Muchas células cancerosas no sufren 
apoptosis, por lo que tienen ctclos vitales más largos en comparación con las 
céíulas normales. Esta incapacidad de las células cancerosas de sufrir la muer¬ 
te celular programada contribuye de una manera sustancial al desarrollo del 
tumor. Por ejemplo, la supervíveneia de muchas células normales depende de 
las seňales generadas por factores de crecimiento o por la matriz extracelular, 
que evitan la apoptosis. Sin embargo, las células tumorales pueden ser capa- 

ces de sobreviviren ausencia de estos factores de 
crecimiento requeridos por las células normales. 
Esta incapacidad de las células tumorales de sufrir 
apoptosis cuando se les priva de las seňales am- 
bientales normales puede ser importante no sola- 
mente para el desarrollo del tumor primario, sino 
también para la supervíveneia y el crecimiento de 
las células metastásicas en otros tejidos. Las célu¬ 
las normales también sufren apoptosis tras la le- 
sión del ADN, mientras que esto no les sucede a 
las células cancerosas. En ešte caso, la incapaci¬ 
dad de sufrir apoptosis contribuye a que las células 
cancerosas sean resistentes a la radiación y a mu- 



Célula madre 
pi u ri pot en t e 



dividiéndose 


Figúra 15.11 

Diferenciación defecluosa y leucemia. 

Los diferentes tipos de células sangui- 
neas se desarrollan a partir de una célula 
madre multipotencial (pluripotente) en la 
médula ósea. Los preeursores de las célu¬ 
las diferenciadas sufren varias rondas de 
división celular a medida que maduran, 
pero cesan de divídirse en los estadios 
terminafes de la diferenciación. La dife¬ 
renciación de las células leucémicas se 
bfoquea en los estadios iniciales de madu¬ 
ración, lo que permite que continúen proli- 
ferando. 
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Figúra 15.12 

Ensayo local. Un foco de fibroblastos de 
embrión de polio inducido por el vi rus del 
sarcoma de Rous, (A parlir de H.M Temin 
y H Rubín, 1958, Virologyft: 669.) 


ňando el ADN, Además de evitar (a apopíosis, fas células cancerosas general- 
mente adquieren la capacidad de replicación ilimitada como resultado de la ex- 
presión de la telomerasa, que es necesaria para el mantenimiento los extremos 
de los cromosomas eucarioticos {véase Fíg, 5.17), Por lo tanto, la supervivencia 
celular anormal asi como fa proliferación celular, desempenan un papel funda- 
rnental en el crecimiento ínexorable de las células cancerosas en el animal. 

Transformáciou de las células en cultivo 

Para poder estudiar la inducción de tumores por radiación, agentes quŕmicos o 
vírus se requíeren sistemas experimentales en los que se puedan reproducir y 
cuantificar los efectos del agente carcinógeno. Aunque la actividad de los carcF 
nógenos se pueda probar en los animales, estos experimentos son difíciles de 
cuantificar y de controlar, El desarrollo de los ensayos in vitro para detectar la 
conversión de las células normales en células tumorales en cultivo, un proceso 
denominado transformación celular, representó un avance fundamental en la 
investigación del cáncer. Estos ensayos se disenan para detectar células trans- 
formadas. que muestran las características de crecimiento in vitro de las células 
tumorales, tras la exposición de un cultivo de células normales a un agente 
carcinógeno. Su aplicación ha permitido alcanzar un nivel de complejidadtal en 
el análisis de la transformación celular que no se hubiera alcanzado simplemen- 
te mediante los estudios en animales. 

El primer ensayo de transformación celular y el más ampliamente utílizado 
es el ensayo focal, que lo desarrollaron Howard Temin y Harry Rubin en 1958. 
El ensayo focal se basa en la capacidad de reconocer un grupo de células trans¬ 
formadas como u n «foco» diferencia do morfológicamente f rente a un fondo de 
células normales en la superficie de una placa de cuftivo (Fig, 15.12). Ef ensayo 
focal aprovecha tres propiedades de las células transformadas: la morfología al- 
terada, la pérdida de la tnhibición por contacto y la pérdida de la inhibición del 
crecimiento dependiente de la densidad. El resultado es que se forma una colonia 
de células transformadas, morfológicamente alteradas, que creeen por encima 
de un fondo de células normales en el cultivo. Estos focos de células transforma¬ 
das pueden detectarse y cuantificarse en una semana o dos tras la exposición a 
un agente carcinógeno. En generál, las células transformadas in vitro son capaces 
de generar tumores tras su inoculación en animales, lo que confírma a la transfor¬ 
mación in vitro como u n indicador válido de ía formación de células cancerosas. 


Virus tumorales 

Los miembros de seis familias diferentes de virus animales, denominados virus 
tumorales, son capaces de causar cáncer directamente tanto en animales de 
experimentación como en humanos (Tabla 15.2). Los virus que causan cáncer en 


TABLA 15.2. Virus tumorales 


Família de virus 

Tumores humanos 

Tamano del genoma (kb) 

Virus de ADN tumorales 

Vírus de la hepatitis B 

Cáncer d e hígado 

3 

SV40 y poliomavirus 

Ninguno 

5 

Papilomavirus 

Carcinonna cervical 

8 

Ad e noví rus 

Ninguno 

35 

Herpesvíms 

Vírus de ARN tumorales 

Linfoma de Burkítt, 
carcinoma nasofaríngeo, 
sarcoma de Kaposi 

100-200 

Vírus de la hepatrtis C 

Cáncer de hígado 

10 

Retrovírus 

Leucemfa de las células T de adultos 

9-10 
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humanos incluyen los vírus de la hepatitis B y C (cáncer hepático), los papilomavi- 
rus (cáncer cervical y otros anogenitafes), vírus de Epstein-Barr {linfoma de Burítt y 
carcínoma nasofaringeo), herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (sarcoma 
de Kaposi) y vírus linfotrópico de células T humanas (leucemia de células T adul- 
tas). Adicionalmente, el VIH es índirectamente responsable de los cánceres que se 
desarrollan en pacíentes de SIDA como consecuencia de la inmunodeficiencia. 

Como ya se comentó, los vírus tumorales no sólo son causas importantes de 
enfermedades humanas síno que también han desempeňado un papel critico 
en la investigacíón del cáncer al servir como modelos para los estudios celulares 
y moleculares de la transformáciou celular. El pequeňo tamaňo de sus genomas 
ha hecho que los vírus tumorales se puedan analízar molecularmente. !c que ha 
permitido identificar genes virales responsables de la induccíón del cáncer, y lo 
que ha facilitado nuestra comprensión actual del cáncer a nivel molecular. 

Virus de la hepatitis B t/ C 

El vírus de la hepatitis B tiene el genoma más pequeňo de todos los vírus de 
ADN de animafes (aproximadamente 3 kb), e infecta de manera específíca a las 
células hepáticas de varias especies, entre las que se incluyen pátos, marmotas, 
ardillas y humanos. La ínfección con el vírus de la hepatitis B da lugar a una lesión 
agudadel hígado. Sín embargo, en el Sal 10%de loscasos la infección aguda no 
desaparece y se desarrolla una infección crónica del hígado, Esta infección crónica 
incrementa por un facíor de más de cien ei riesgo de contraer cáncer de hľgado, La 
infección por el vírus de la hepatitis B es especíaimente frecuente en algunas par- 
tes de Asia y Áfríca. donde se relaciona con más de un milión de casos anuales de 
cáncer de hígado (aproximadamente e! 10% de la incidencia mundial del cáncer). 

La transformación celular por el vírus de la hepatitis B está mediada por un 
gen vírico (denominado gen X) que atecta a la expresión de varíos genes celula¬ 
res, f o que provoca la proliferación y la supervivencia anormal de la célula, Ade- 
más, los cánceres inducidos por el vírus de la hepatitis B se desarrollan debido a 
la proliferación continua de las células hepáticas, la cuaf se debe al daňo cróni- 
co y a la inffamación que sufre el tejido El virus de la hepatitis C es un virus de 
ARN con un genoma de aproximadamente 10 kb. Al igual que la hepatitis B, el 
virus de la hepatitis C también puede establecer infecciones hepáticas crónicas 
que se asocian con un elevado riesgo de cáncer. La proliferación celular en 
respuesta a la inflamactón crónica es un gran contribuyente al desarrollo de 
cáncer, aunque también es posible que algunas proteínas del virus de fa hepatl- 
tis C estimulen directamente la proliferación de las células hepáticas ínfectadas. 

SV4Q y poliomavirus 

Los virus tumorales de ADN mejor estudíados, desde ei punto de vista de la 
bíología molecular. probabfemente sean ef vírus de simío 40 (SV40) y los po¬ 
liomavirus, Aunque ninguno de estos virus está relacionado con el cáncer en 
humanos, han resultado fundamentales como modelos para comprender la 
base molecular de la transformación celular. La utiiidad de estos virus en la 
investigacíón del cáncer províene de la disponíbilidad de culíívos celulares ade- 
cuados tanto para la repJicación del virus como para la transformación, asi 
como de! pequeňo tamaňo de sus genomas (aproximadamente 5 kb). 

El SV40 y el poliomavirus no inducen tumores ni transforman células en sus 
especies hospedadoras naturales —monos y ratones respectivamente—. En 
las células de sus hospedadores naturales (células permisívas), la infección 
conduce a la replicación del virus, a la lisís celular, y a la liberación de una 
progenie de partíeulas del virus (Fig. 15.13), Puesto que una célula permísiva 
muere debido a la replicación del virus, no puede ser transformada. Sin embar¬ 
go, e! potenciál transformante de estos virus se reveia en la infección de aque- 
llas células no permisivas en las que se bloquea la replicación del virus. En ešte 
caso, el genoma viral puede integrarse en el ADN celular, y la expresión de 
determinados genes virales provoca la transformación de la célula infectada. 


Figúra 15.13 

Replicación y transformación del vi¬ 
rus SV4CL La infección de una célula 
permisiva da como resultado la replica¬ 
ción del virus, la lisis celular y la libera- 
cíón de las partíeulas de la progenie del 
virus. En las células no permisivas se 
bloquea la replicación del virus. lo que 
pemnite fa transformación permanente 
de algunas células. 
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Figúra 15,14 

Genoma deí SV4CL Genoma se estructu- 
ra en una región temprana y en una región 
tardía. Los antŕgenos T grande y pequeňo 
se producen mediante un spficirtg altema- 
tivo de un pre-ARNm de la región tempra¬ 
na. 


Los genes de! SV40 y del poliomavírus que conducen a la transformación 
celular se han identíficado mediante un análisis molecular detalJado. Los geno- 
mas virales y los ARNm se han secuenciado completamente, se han aislado 
mutantes vírícos que son incapaces de inducir la transformación, y se ha deter- 
minado el potenciál transformador de los genes virales mediante ensayos de 
transferencia génica. Asi, se ha encontrado que la transformación por estos vi rus 
se debe a la expresión de los mismos genes virales que se activan en las etapas 
tempranas de la infección lítica. Los genomas del SV40 y del poliomavírus se 
dividen en dos regiones: temprana y tardía. La región temprana se expresa inme- 
diatamente después de la infección y se requiere para la síntesis del ADN del 
virus. La región tardía no se expresa hasta que haya comenzado la replicación 
del ADN vírico, e íncluye genes que codifican para componentes estructurales de 
la partícula del virus. La región temprana del SV40 codifica dos proteínas, deno- 
minadas antígenos T pequeňo y grande, de aproximadamente 17 RDa y 94 kDa, 
respectivamente (Fig, 15.14). Sus ARNm se generan por spiicing alternativo de 
un único tránscrito primario de la región temprana. Igualmente el poliomavírus 
codifíca para antígenos T pequeňo y grande, asi como para una tercera proteína 
de la región temprana, de aproximadamente 55 KDa, denominada T mediana. La 
transfección de las células con ADNc de proteínas individuales de la región 
temprana muestra que, en el caso del SV4Q, el antígeno T grande es suficiente 
para inducir !a transformación, mientras que en el caso del poliomavírus el prin¬ 
cipál responsable de la transformación es el antígeno T mediano. 

Durante la infección lítica, estas proteínas de la región temprana IJevan a 
cabo múltiples funciones que se requieren para la replicación del virus. Por 
ejemplo, el antígeno T del SV40 se une ai origen del ADN de SV40 e inicia la 
replicación del ADN vírtco (véase Cap. 5). Además, las proteínas de la región 
temprana de SV40 y del poliomavírus activan la expresión génica y la síntesis 
del ADN de la célula huésped. Puesto que la replicación del vírus depende de 
ías enzimas de la célula huésped (p, ej, t ADN polimerasa), esta activación de la 
célula huésped es un suceso crítíco en el delo vítal del virus. La mayoría de las 
células del anímal no proliferan, por lo que su división ha de ser activada para 
producir las enzimas necesarios para la replicación del ADN viral. Esta activa¬ 
ción de la proliferación celular por parte de los productos génicos tempranos, 
puede producir la transformación si el ADN viral se Integra de manera estable y 
se expresa en una céluia no permisiva. 

Como se tratarä posteriormente en ešte Capítulo. las proteínas de la región 
temprana del SV40 y del poliomavírus inducen la transformación mediante la 
interaccíón con las proteínas del huésped que regulan la proliferación celular. 
Por ejemplo, el antígeno T de SV40 se une e ínactiva a tas proteínas supresoras 
de tumores R b y p53 de la céiula huésped, que son reguladores dave de la 
proliferación y supervivencía celular. 

Papiíomavirus 


Los papiíomavirus son pequeňos virus de ADN (genomas de aproximadamente 8 
kb) que inducen tumores tanto benignos como malignos en humanos y en otras 
especies animales. Se han identifieado aproximadamente 60 tipos díferentes de 
papiíomavirus humanos. que infectan las células epiteliales de díferentes tejidos. 
Algunos de estos vírus causan únicamente tumores benignos (como las verru- 
gas), mientras que otros son agentes causantes de carcinomas malignos, partí- 
cularmente cáncer cervical y otros cánceres anogeniíales. La mortalidad por 
cáncer cervical es relativamente baja en los Estados Unidos, debido en gran 
parte a la detección precoz y af tratamiento que son posibles gracías a ta técnica 
de Papanicolau. Sin embargo, en otras partes del mundo el cáncer cervical es 
frecuente; es el responsable del 5 al 10% de la incidencia mundial del cáncer. 

La transformación celular por los papiíomavirus humanos se debe a la expre¬ 
sión de dos genes tempranos, EG y E7( Fig. 15.15). Las proteínas E6 y E7 actuan 
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Genoma de un papiiomavitus huma- 
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de manera simiíar a como lo hace el aníígeno T de SV40 ínterfiríendo con la 
función de fas proteínas celulares Rb y p53. Concretamente, E7 se une a Rb, y 
E6 actíva la degradación de p53 por una proteolisis mediada por ubiquitinas. 

Adenovtrus 

Los adenovirus son una família grande de virus de ADN con genomas de 35 k b, 
aproximadamente. A diferencia de los papilomavirus, los adenovirus no esfán 
relacionadoscon !a aparición de cánceres ni en humanos ní en otros anímales. 
Sin embargo, son ampliamente estudiados y son modelos importantes en la 
biológia experimental del cáncer. 

Al igual que el SV40 y los poliomavirus, los adenovirus causan la lisís en las 
células de sus especies hospedadoras naturafes, pero pueden inducír la trans¬ 
formación en aquellos hospedadores no permisivos. La transformación por los 
adenovtrus se debe a la expresión de dos genes tempranos. El A y E1B, que se 
requieren para la replicación de! virus en las células permisivas {Fig. 15 16) 
Estas proteínas transformadoras inactivan las proteínas supresoras de tumores 
Rb y p53; El A se une a Rb y El B se une a p53. Por lo tento, parece ser que el 
SV40, los papílomavírus y los adenovirus inducen la transformación a íravés de 
una vía común, alterando la regulacíón del ciclo celular debldo a la interferencia 
con las actividades de Rb y p53. 

Herpesvirus 

Los herpesvirus se encuentran entre los virus animales más complejos, con 
genomas de 100 a 200 kb, Varios herpesvirus inducen tumores en especies 
animales, entre las que se íncluyen ranas, pollos y monos. Además, dos miem- 
bros de la família de los herpesvirus, el herpesvirus asociado al sarcoma de 
Kaposi y el virus de Epstein-Barr se relacíonan con cánceres humanos. El 
herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi desempeňa un pape! crítico en el 
desarrollo del sarcoma de Kaposi, y el virus de Epstein-Barr se ha relacionado 
con varios cánceres humanos, entre los que se incluyen el linfoma de Burkitt en 
algunas regiones de África, los linfomas de células B en pacientes con sida y 
otros individuos Inmunodeprimidos, y el carcinoma nasofarŕngeo en China. 

Además de su asociación con estos cánceres humanos, el virus de Epstein- 
Barr es capaz de transformar línfocitos B humanos en cultivo. Sin embargo, 
debido en parte a la complejidad de su genoma, la biológia molecular de la 
replicación y de la transformación del virus de Epstein-Barr todavía no se ha 
comprendido en su totalidad. Varios genes víricos parecen ser necesarios para 
inducír la transformación de los Itnfocííos. Una de estas proteínas transformado¬ 
ras del virus de Epstein-Barr (LMP1) parece imitar la acción de una proteína de 



35 kb 


3,2 kb 


Figúra 15.16 

Genoma de un adenovirus, Dos genes 
de la región temprana. E1A y E1B, indu¬ 
cen la transformación. 
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Figúra 15.17 

Genoma de un retrovirus típieo, E! 

ADN provírico integrado en el ADN celu- 
lar se transcribe para dar lugar a un ARN 
de iamaňo genómíco. Ešte tránscrílo pri- 
mario servírá como ARN genómíco de las 
nuevas partículas víricas. y como ARN 
mensajero de los genes pol y gag. A d e- 
más, el ARN se corta y empalma para 
dar lugar al ARNm de env. El gen gag 
codifica la proteasa viral y las proteínas 
estructurales de las partículas víricas, pol 
codifica la transcriptasa i n verša y la inte- 
grasa, y env codifica tas glicoproteínas 
de la envuelta. 
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la superficie celular de los linfocitos B que, en condiciones normales. seňaliza la 
proltferación celular, pero la funeión de otras no se ha establecido. 

El herpesvirus de ADN asocíado al sarcoma de Kaposi se encuentra regular- 
meňte en célulasdel sarcoma de Kaposi, y en estos tumores seexpresan varíos 
genes vtrícos que afectan a la proíiferadón y supervivencia celular Resulta inte- 
resante que una de las proteínas transformantes del herpesvirus asocíado al 
sarcoma de Kaposi, al igual que el antígeno T SV40, interacdona con Rby p53. 

Retrovirus 

Los retrovirus causan cáncer en una diversidad de especies animales, inclu- 
yendo al hombre. Un retrovirus humano, el vírus tipo 1 linfotrópíco humano de 
célulasT (HTLV-1), es el agente causante de la feucemía de célulasT de adul- 
tos ľ que es frecuente en partes de Japón, el Caribe y África. La transformación 
de los linfocitos T por el HTLV-1 se debe a la expresión del gen vírico fax ľ que 
codifica una proteína reguladora que afecta a la expresión de varíos genes que 
controlan el crecimiento celular. El sida está causado por otro retrovirus. el IV. A 
diferencia del HTLV-1, el IV no causa cáncer de manera dírecta convirtiendo 
una célula normál en una célula tumoral, Sin embargo, los pacientes de sida 
sufren una elevada incidenciade algunos cánceres, particularmente linfomas y 
el sarcoma de Kaposi. Estos cánceres, que iambién son frecuentes en otros 
individuos inmunodeprimidos, están asociados con la infección por otros virus 
(p. ej., el virus de Epstein-Barr y el herpesvirus asocíado al sarcoma de Kaposi), 
y parece ser que se desarrollan como una consecuencia secundaria de la ínmu- 
nosupresión en los pacientes con sida. 

Los distintos retrovirus difieren de manera sustancial en su potenciál onco- 
génico. La mayoría de los retrovirus sólo contienen tres genes (gag f po/y env) 
que son necesarios para la replicación del vírus, pero que no desempeňan nin- 
gún pape! en la transformación celular (Fig. 15.17). Ešte tipo de retrovirus rara- 
mente induce tumores como consecuencia de las mutaciones debidasa la inte- 
gración del ADN provírico dentro de los genes celulares, o junto a éstos. 

Sin embargo, otros retrovirus contienen genes específicos que inducen la 
transformación celular y son potentes carcinógenos. El protoíipo de estos retro¬ 
virus altamente oncogénícos es el virus del sarcoma de Rous (RSV), que se 
aisló, por primera vez, en un sarcoma de pollo por Peyton Rous en 1911. Más 
de 50 aňos después, los estudios sobre el RSV condujeron a la identíficación 
del printer oncogén víríco, lo que ha proporcionado un modelo para comprender 
muchas características del desarrollo de los tumores a nivel molecular. 


Oncogenes 

El cáncer se debe a las alteraciones en determínados genes reguladores que 
controlan la prolíferaetón, la dtferenciación y la supervivencia celular. Los estu¬ 
dios sobre los virus tumorales revelaron que unos genes específicos (denomi- 
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nados oncogenes) eran capaces de inducir la transformación celular, lo que 
proporcionó una primera aproximación a ias bases moleculares del cáncer, Sin 
embargo, la mayoría de los cánceres humanos (aproximadamente el 80%) no 
son inducidos por vírus y surgen debido a otras causas, como la radiación y los 
carcinogenos químicos. Por lo tanto, para una comprensión completa del cán¬ 
cer, ha sido fundamenta! que los estudios sobre los oncogenes vŕricos conduje- 
ran a la identifícaclón de los oncogenes celulares, que están implicados en el 
desarrollo de aquelíos cánceres no inducidos por virus. El nexo entre los onco¬ 
genes vŕricos y los celulares lo proporcionaron los estudios sobre los retrovirus 
altamente oncogénícos, 

Oncogenes retrovíricos 

Los oncogenes víricos se definieron por primera vez en el RSV. que transforma 
a los fibroblastos de embríón de pollo en cultivo e induce grandes sarcomas una 
o dos semanas después de haber sido inoculado en pollos (Fig. 15.18), Por el 
contrario, el virus de la leucosis aviar (ALV) T que está emparentado con el ante- 
non se replica en Ias mišmaš células que el RSV pero no induce su transforma¬ 
ción, Esta diferencia en el potenciál transformador sugería que e\ RSV pódia 
contener información genética específica responsable de la transformación de 
Ias células infectadas. Una comparación dírecta de los genomas del RSV y del 
ALV apoyaba esta hipótesis: el ARN genómico del RSV tenía cerca de 10 k b, 
mientras que el det ALV era más pequeňo, aproximadamente 8,5 kb. 

A principios de los aňos 70, Peter Vogt y Steven Martin aislaron mutantes de 
defecíón y mutantes sensibles a la temperatura del RSV, que eran incapaces de 
inducir la transformación, Sín embargo, estos mutantes se podían replicar nor- 
malmente en Ias células infectadas, lo que índica que el RSV contiene informa- 
don genética necesaria para la transformación pero no para la replicación del 
virus. A partir del análisís de los mutantes de deleción y de los mutantes sensi¬ 
bles a la temperatura se caracterizó un único gen responsable de la capacidad 
del RSV de inducir tumores en aves y de transformar los fibroblastos en cultivo, 
Puesto que el RSV provoca sarcomas, su oneogén se denominó src . El gen src 
es un aňadido al genoma del RSV; no está presente en el ALV (Fig. 15.19). 
Codifica una proteína de 60 kDa que fue la primera proíeína-tirosina quinasa 
identificada {véase experimento clave en el Cap. 13). 

Se han aislado más de 40 retrovirus diferentes altamente oncogénícos, a 
partir de varios animales, incluyendo pollos, pavos. ratones, ratas, gatos y mo- 
nos. Todos estos virus, al igual que el RSV, contienen al menos un oneogén (en 
algunos casos dos) que no es necesario para la replicación del virus pero que 
es el responsable de la transformación celular. En algunos casos, vírus diferen- 
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No hay 
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Figúra 15.18 

Transformación celular por el RSV y 
por e\ ALV* Tanto el RSV como el ALV 
infectan y se replica n en los fibroblastos 
de embríón de pollo, pero sólo el RSV in¬ 
duce la transformación celular. 
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Figúra 15.19 

Genoma del RSV. El RSV contiene un gen adicional, 
src que no está presente en el ALV, y que codifica la 
proteína-tŕrosina quinasa Src, 
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TABLA 15,3- Oncogenes retrovíricos 


Oneogén 

Vírus 

Es pečie 

abf 

Leueemia de Abelson 

Ratón 

akt 

Virus AKT8 

Ratón 

cbí 

Cas NS-1 

Ratón 

crk 

Sarcoma CT 10 

Pollo 

erbA 

Eritroblastosis aviar ES4 

Pollo 

erbB 

Eritroblastosis aviar ES4 

Pollo 

ets 

Eritroblastosis aviar E26 

Pollo 

fes 

Sarcoma felino de Gardner-Amsíein 

Gato 

fgr 

Sarcoma felino de Gardner- Rasheed 

Gato 

fms 

Sarcoma felino de McDonough 

Gato 

fos 

Sarcoma osteogémco murino F BJ 

Ratón 

fps 

Sarcoma de Fujinamí 

Pollo 

jun 

Sarcoma aviar 17 

Pollo 

kit 

Sarcoma feiino de Hardy-Zuckerman 

Gato 

maf 

Sarcoma aviar AS42 

Poflo 

mos 

Sarcoma de Moloney 

Ratón 

mpi 

Leueemia mieloproliferativa 

R a Ión 

myb 

MieloblastosJS aviar 

Pollo 

myc 

Mieľocitomatosis aviar 

Pollo 

p3k 

Sarcoma aviar 16 

Pollo 

qin 

Sarcoma aviar 31 

Pollo 

raf 

Sarcoma murino 3611 

Ratón 

ra$\-\ 

Sarcoma de Harvey 

Rata 

rasK 

Sarcoma d e Kirsten 

Rata 

rei 

Ret icu loendot e 1 iosí s 

Pavo 

ros 

Sarcoma UR2 

Pollo 

sea 

Eritroblastosis aviar Si 3 

Pollo 

SIS 

Sarcoma de simio 

M ono 

ski 

SK aviar 

Pollo 

src 

Sarcoma de Rous 

Pollo 

yes 

Sarcoma Y73 

Pollo 


les contienen los mismos oncogenes, pero se han identificado más de dos do- 
cenas de oncogenes distintos en estos vírus (Tabla 15.3). A! igual que src ; mu- 
chos de estos genes (como por ejemplo ras y raf) codífican proteínas que ahora 
se sabe que son componentes de las vías de seňalización que activan la prolite- 
ración celular (véase Fíg. 13.32). 

Proto -oncogenes 

U na caracteri štica inesperada de los oncogenes retrovíricos es que no están 
tnvolucrados en la replicaeión de! vírus. Puesto que la mayoria de los virus es- 
tán dtsenados para replicarse de la manera más efícaz posible, la existencia de 
oncogenes virales que no son una parte integrante del cíclo vítal deJ virus, supo- 
ne una paradoja. Por !o tanto, los cientificos se vieron oblígados a preguntarse 
de dónde procedían los oncogenes retrovíricos y cómo se habían incorporado a 
los genomas virales —una iínea de ínvestigación que permitió identificar los 
oncogenes celulares en los cánceres humanos. 

La prímera pista acerca del origen de los oncogenes la proporcionó la mane¬ 
ra de atslar los vírus altamente oncogénicos. El aislamiento del virus de la leuce- 
mia de Abelson es un ejemplo típíco (Fig. 15.20). Se ínocularon más de 150 
ratones con un virus no transformante que contenía soiamente los genes gag, 
poly em/necesarios para la replicaeión del virus. Uno de estos ratones desarro- 
\\ó un linfoma a partir del cual se aisló un nuevo virus altamente oncogénico (el 
virus de la leucemía de Abelson), que abora contenía un oneogén ( abí ), Se 
sugirió la hipótesis de que los oncogenes retrovíricos procedŕan de genes de la 
céluia huésped, y que ocasionalmente ešte gen se incorporaba a! genoma víri- 
co, dando lugar a un nuevo virus altamente oncogénico como resultado de un 
proceso de recombinación virus-huésped. 
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Figúra 15.20 

Aislamienlo del virus de la leucemía de Abelson. Et virus Ab-MuLV, que es un vírus 
altamente oncogénica, se aísló a partír de un tumor poco habítual que se desarrolló en 
un ratón al que se Je había inoculado un virus no t ra n s formante (el vírus de la leucemia 
murína de Moloney, o MuLV). MuLV solo tenía los genes gag , pol y onv necesarios para 
la repticación del virus, Sin embargo, Ab-MuLV tenía un nuevo oncogén ( abf ), que era el 
responsable de su actividad transformante. E! oncogén abf sustituía a algunos de los 
genes de la replicación del vírus y se encontraba en el genoma de Ab-MuLV unido a un 
gen gag que tenía una deleeión (se denominó A gag). 


La propuesta clave de esta hipótesis era que las células normales contenŕan 
genes que estaban relacionadas con los oncogenes retrovírícos. Esto se de- 
mostró definitívamente en 1976 por Harold Varmus, J. Michael Bishop, y col., 
que demostraron que una sonda de ADNc para el oncogén src del SR V hibrida- 
ba con secuencias relacionadas en el ADN de células normales de pollo. Más 
aun, se encontraron secuencias relacionadas con src en los ADN normales de 
un ampliogrupo de vertebrados (incluidos los humanos), por loque parecíaque 
se habían conservado en la evolución. Experimentos similares con sondas para 
los oncogenes de otros retrovirus altamente oncogénicos han dado resultados 
similares, y actuaimente está establecido que los oncogenes retrovírícos deri- 
van de genes similares de células normales. 

Los genes de las células normales a partir de los cuales se originan los 
oncogenes retrovíricos se denominan proto-oncogenes, Son genes regulado- 
res importantes ya que en muchos casos codífican proteínas que intervienen en 
las vŕas de la transducción de seňales que controlan la proliferación celular nor¬ 
mál (p. ej,, src, ras y raf), Los oncogenes son formas de sus correspondientes 
proto-oncogenes que se expresan de manera anormal o que han mutado. Debi- 
do a estas alteraciones, los oncogenes inducen una proliferación celular anor¬ 
mal y el desarrollo del tumor. 

Un oncogén que se incorpora en un genoma retrovírico difiere en varios 
aspectos de su correspondiente proto-oncogén. En primer lugar, el oncogén 
vírico se transcribe bajo el control de las secuencias promotoras y activadoras 
del vírus, en vez de ser controlado por las secuencias reguladoras de la trans- 
crĺpción del proto-oncogén. Por lo tanto, los oncogenes se expresan en niveles 
mucho mayores que los proto-oncogenes y a veces se transcriben en tipos ce- 
íulares que no son los adecuados, En algunos casos, esas alteraciones de la 
expresion génica son suficientes para convertir un proto-oncogén que funciona 
normalmente en un oncogén que provoea la transformación celular* 

Además de estas alteraciones en la expresion génica, los oncogenes suelen 
codificar proteínas que difieren en estructura y función de aquéllas codificadas 
por sus homólogos normales. Muchos oncogenes. como raf, se expresan como 
proteínas de fusión con secuencias virales en su extremo amino terminál (Fíg. 
15.21}* Los procesos de recombinación que dan lugar a estas proteínas de fu¬ 
sión sueíen ocurhr durante la captura de los proto-oncogenes por los retrovirus, 
y normalmente, durante el procese, se delecionan secuencias de los extremos 
amino y carboxilo terminál de los proto-oncogenes, Estas deleciones pueden 
causar que se pierdan los dominios reguladores que controlan la actividad de 
las proteínas proto-oncogénicas, dando lugar a proteínas oncogénicas cuya 
función no está regulada. Por ejemplo, el oncogén vírico raŕcodifíca una proteí- 
na de fusión en la que falta la secueneia amino terminál de la proteína norma! 
Raf Esta secueneia amino terminál es clave para la regulación normál de la 
actividad proteína quinasa de Raf. y su deleeión da como resultado una activi¬ 
dad constitutiva no regulada de la proteína Raf codífícada por el oncogén. Esta 
actividad no regulada de Raf provoea la proliferación celular, lo que da lugar a la 
transformación celular. 

Muchos otros oncogenes difieren de sus correspondientes proto-oncogenes 
debido a mutaciones puntuales, dando lugar a la sustitución de un único ami- 


MuLV 



Proteína proto-oncogénica Ral 



Domínio regulador Dominio quinasa 


Proteína oncogénica Raf 
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Figúra 15.21 

Proteína oncogénica Raf. La proteína 
proto-oncogénica Raf está constituida 
por un dominio regulador amino terminál 
y por un dominio carboxilo terminál con 
actividad proteína quinasa. La proteína 
oncogénica viral Raf carece del dominio 
regulador, y éste es sustituido por una 
secueneia de la proteína vírica Gag, El 
resultado es que el dominio quinasa de 
Raf está constitutivamente activo, lo que 
causa la transformación celular. 
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Experimento clave 


Descubrímiento de los proto-oncogenes 


Un ADN reíacionado con el(los) gen(es) transformante(s) def vírus 
del sarcoma aviar se encuentra en el ADN de las aves sanas 

Dominique Stehelin, Harold, E Varmus, J. Michael Bisbop y Peter K. Vogt 

Departemente d e microbiotogía, universidad d e California, San F ra n Cisco 
(DS, HEV, y JMB) y departamento de mícrotaiologŕa t Universidad de California, 
Los Ángeles (PKV) 

Náture, Volumen 260, 1976, págs. 170-173 


Contexto 

Mediante el análisis genético del 
RSV se determinó que el primer 
oncogén vírico {src) era u n gen 
responsable de la transformación 
celular pero que no se requería 
para la replicación del vírus, El 
hecho de que algunos retrovirus 
altamente oncogénlcos se 
originaran a partir de los tumores 
de animales infectados hizo que se 
propuslera la hipótesis de que los 
oncogenes retrovíricos procedían 
de genes similares que se 
encontraban en las células 
hospedadoras, El hecho de que T 
mediante la técnica de hibridación 
de ácidos nucleicos, se 
encontraran secuenclas de ADN 
similares a las de los retrovirus en 
las células normales de varias 
especies r reafírmaba esta 
hipótesis. Sin embargo, no estaba 
claro si es tas secuenclas era n 
similares a los oncogenes 
retrovíricos o a los genes 
necesarios para la replicación, 
Harold Varmus, J. Michael 
Bishop y col. resolvieron ešte 
dilema aprovechando la 
caracterizaeión genética del 
oncogén src. Concretamente, 

Peter Vogt ya había aislado 
mu tanieš de transformación 
defectuosa del RSV que tenían 
defeciones de cerca de 1,5 kb que 
correspondían a casi todo o a todo 


el gen src. Stehelin y cols. 
prepararon una sonda de ADNc 
para secuencias específicas de src. 
La utilización de esta sonda en 
experimentos de hibridación de 
ácidos nucleicos les permitió 
demostrar de manera definitíva 
que las células normales 
contienen secuencias de ADN 
similares a src. 

Experimentos 

En primer lugar, se utilizó la 
transcriptasa in verša para 
sintetizar una sonda de ADNc 
radiactivo, constituido por cortos 
fragmentos de ADN monocatenaho 
complementariosal ARN genómíco 
del RSV. Esta sonda se hibrídóa un 
exceso de ARN purificado a partir 
de un mutante de deleción de 
transformación defectuosa. Los 
fragmentos de ADNc que eran 
complementarios a los genes 
virales de la replicación se 
hibridaron al ARN del RSV de 
t ra n sf o r m ad ó n d ef ect u o sa, 
formándose moféculas de 
heterodúplex ARN-ADN, Por el 
contrario, los fragmentos de ADNc 
que eran complementarios a src no 
se hibridaron y permanecieron 
como una única cadena. Entonces 
se aisló ešte ADN monocatenario 
para generar una sonda especľflca 
de la secuencia oncogénica src. T at 
y como se había predicho a 


través del tamaňo de las 
deleciones en los mutantes de 
transformación defectuosa de 
RSV, la sonda específica de src era 
homóloga a un fragmento de cerca 
de 1,5 kb del ARN de RSV. 

A continuación, el ADNc de src 
radiactivo se utilizó como una 
sonda de hibridación para detectar 
secuencias de ADN similares en 
células de ave normales. De 
manera sorprendente, el ADNc de 
src se hibridó con el ADN de pollos 
normales asi como con el ADN de 
otras e s pečieš d e aves (véase 
Figúra). De esta manera estos 
experimentos demostraron que las 
células normales contenŕan 
secuencias de ADN que estaban 
íntimamente refacionadas con el 
oncogén src, lo que apoyaba la 
hipótesis de que los oncogenes 
retrovíricos se oríginaban a partir 
de genes celulares que se 
incorporaban al genoma del virus. 



Hibridación del ADNc espedfico de src con e t 
ADN de poli o, codomiz y päto normales. 


noácido en los productos oncogénicos. En algunos casos, la consecuencia de 
estas sustituciones de los aminoácidos (como las deleciones ya tratadas} es 
que no se regule la actividad de la proteína oncogénica, Un ejemplo ímportante 
de estas mutaciones puntuales lo proporcionan los oncogenes ras T que se trata- 
rán en la siguiente sección al hablar de su papel en los cánceres humanos. 
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Descubrimiento de los proto-oncogenes (continuación) 


Impacto 

Ei artículo de Stehelin y cols. 
publicado en 1976 finalizaba 
proponiendo ia posibllidad de que 
j!as secueneías celulares src 
intervengan en la regulación del 
desarrolfo y del crecimienfo de las 
células normales, o en la 
transformación del 
comporíamiento celular debida a 
agentes físieos T químjcos o 
virales! Esía propuesta ha sido 
confirmada, y el descubrimiento de 
las secuencias celulares src abrió 
las puertas a la comprensión de la 
regulación de la prolíferacíón de 
las células normales y de la base 
molecular del cáncer humano. Los 
estudios de las proteínas 
oncogénicas y proto-oncogénícas, 
incluyendo a la propía Src, han 
resultado ser fundamentales para 


desentranar las vias de 
senalización que controlan la 
proliferación y diferenciación de las 
células normales. EI 
descubrimiento del proto-oncogén 
src sugerfa aun más, que los 
tumores no inducidos por vírus se 
podían generar debído a 
mutaciones en genes celulares 
simílares, lo que condujo 
directamente al descubrimiento de 
los oncogenes en los tumores 
humanos. Los resultados de 
Varmus, Bishop y col. supusieron la 
unificación de los estudios sobre 
los virus tumorales, sobre las 
células normales y sobre los 
tumores no inducidos por virus; 
esto impiica que han afectado a 
prácticamente todos los aspectos 
de la investigación sobre el cáncer 
y sobre la regulación celular. 



Los oncogenes en el cáncer en e í hombre 

Tras comprender el origen de los oncogenes retrovíricos, la siguiente cuestión 
era saber si los tumores que no eran inducidos por los virus contenían oncogenes 
celulares que se hubíeran generado a partir de proto-oncogenes por mutaciones 
o por reordenamientos del ADN durante el desarrollo del tumor. La primera evi¬ 
dencia acerca del papel de los oncogenes celulares en los tumores humanos se 
obtuvo mediante experímentos de transferenda génica en los laboratorios de Ró¬ 
bert Weinberg y del autor en 1981. Se encontró que el ADN de un carcinoma de 
vejiga humano índucía la transformación de las células en cultivo receptoras, lo 
que índicaba que el tumor humano contenía un oncogén celular biológicamente 
activo (Fig, 15.22). Desde entonces, mediante ensayos de transferenda génica y 
mediante otras técnicas experimentales alternativas, se han detectado oncoge¬ 
nes celulares actívos en diferentes tipos de tumores humanos (Tabla 15.4). 

Algunos de los oncogenes que se han identificado en tumores humanos son 
homólogos celulares de los oncogenes que previamente se caraeterizaron en 
retrovirus, mientras que otras son oncogenes nuevos que se han descubíerto 
por primera vez en los cánceres humanos. E! primer oncogén humano identífi- 
cado en los ensayos de transferenda génica fue posteríormente identificado 
como ei homóiogo humano del oncogén rasH del virus del sarcoma de Harvey 
(véase Tabla 15.3). Tres míembras relacionados de la família de los genes ras 
(rasH, rasK y rasN) son los oncogenes que se encuentran con mayor frecuencia 
en los tumores humanos. Estos genes estän implicados en aproximadamente el 
20% de todos los cánceres humanos, incluyendo cerca del 50% de los cánce¬ 
res de colon y el 25% de los carcinomas de pulmon. 

Los oncogenes ras no se encuentran en las células normales; se generan en 
las células tumorales como consecuencia de mutaciones que ocurren durante 


Figúra 15.22 

Detección de un oncogén de un tumor humano mediante transferencia génica. El 

ADN extraído de un carcinoma humano de vejiga indujo la transformación de células de 
ratón receptoras en cultivo. La transformación se debió a la integración y a la expresión de 
un oncogén procedente del tumor humano. 
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TABLA 15.4. Oncogenes representativos de tumores humanos 


Oncogérí 

Tipo de cáncer 

Mecanismo de activación 

ahí 

Leucemia mielogénica crónica, leucemia 
linfocitica aguda 

Translocación 

akt 

Carcinomas de ovario y de páncreas 

AmpNficadón 

bcl-2 

Linfoma de las células B foliculares 

Translocación 

01 

Adenoma de la glándula paratkoides, tinfoma 
de las células B 

Translocación 

Dl 

Carcinomas de las células escamosas, de 
vejíga, de mama, d e esófago, d e hŕgado y de 
pulmón 

Amplificación 

E2A/pbxA 

Leucemia linfocitica aguda 

Transiocación 

erbB-2 

Carcinomas de mama y de ovario 

Amplificación 

gip 

Carcinomas d e ovario y de corteza suprarrena! 

Mutación puntual 

gti 

Glioblastoma 

Amplificación 

gsp 

Tumores de la hipófjsís y del tiroides 

Mutación puntual 

hox -1 1 

Leucemia de células T aguda 

Translocación 

tyl 

Leucemia de células T aguda 

Translocación 

c-myc 

Linfoma de Burkitt 

Translocación 

c-myc 

Carcinomas de mama y de pulmón 

Amplificación 

L -myc 

Carcinoma de pulmón 

Amplificación 

N-myc 

Neuroblastoma y carcinoma de pulmón 

Amplificación 

PDGFFt 

Leucemia mielomonocítica crónica 

Translocación 

PÍ3K 

Carcinoma ovárico 

Amplificación 

PMLRARy 

Leucemia promielocŕtica aguda 

Translocación 

raf-B 

Melanoma, carcinoma de colon 

Mutación puntual 

rasH 

Carcinoma de tiroides 

Mutación puntual 

rasK 

Carcinomas de colon, pulmón, páncreas y 
tiroides 

Mutación puntual 

rasN 

Leucemias mielogénica aguda y linfocitica, 
carcinoma de tiroides 

Mutación puntual 

ret 

Neoplasia endocrina múltiple tipos 2A y 2B 

Mutación puntual 

net 

Carcinoma de tiroides 

Reorganización del ADN 

SMO 

C a ranom a d e células basales 

Mutación puntual 


el desarrollo del tumor. Los oncogenes ras difieren de sus proto-oncogenes en 
mutaciones puntuales cuya consecuenciaes la sustitución de un único aminoá- 
cido en posiclones dave. La primera de estas mutaciones que se descubrió fue 
la sustitución de valina en Eugar de glicina en la posición 12 (Fig. 15.23). Tam- 
bién se encuentran frecuentemente en los oncogenes ras de tumores humanos 
otras sustítuciones de aminoácidos en la posición 12, asi como en las posício- 
nes 13 y 61. En los modelos animales se ha encontrado que fas mutaciones que 
convierten los proto-oncogenes ras a oncogenes son causadas por carcinóge- 
nos químicos, lo que proporciona un víncufo directo entre la acción mutagénica 
de los carcinógenos y la transformación celuiar. 

Como ya se trató en el Capítulo 13, los genes ras codifican proteínas de 
unión a nucleótidos de guanina que íntervienen en la transduccion de las seňa- 
les mttogénícas a partir de diversos receptores de factores de crecimiento. La 
actividad de las proteínas Ras está controlada por la unión de GTP o GDP, de 
tal manera que alternan entre el estado activo (unídas a GTP) e inactivo (unidas 
a GDP) (véase Rg. 13,33). Las mutaciones características de los oncogenes 
ras tienen el efecto de mantener las proteínas Ras en la conformacíón activa 
unidas a GTP, En gran medida, esto se debe a que se anula la respuesta de las 
proteínas oncogénícas Ras a GAP (proteína activadora de la GTPasa), que 
activa la hidrólisis del GTP unido a Ras, Debido a que dísminuye su actividad 
GTPasa intracelular, las proteínas oncogénicas Ras permanecen en su estado 
activo unidas a GTP y provocan la proliferación celuiar incontroiada. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Normál 

ATG ACG GAA TAT AAG CTG GTG GTG GTG GGCGCCGGC GGT 

I 

GTC 

Oncogén 0Thí0S)g)00^lI^ 


188 189 



CTC TCC 



Fígura 15.23 

Mutaciones puntuaies en los oncoge- 
nes ľas. Un único cambio de nucleótitios, 
que hace que el codón 12 cambie de GGC 
(Gly) a GTC (Val), es la causa de la activi- 
dad transformante del oncogén ras H de- 
tectado en el ADN del carcinoma de vejiga. 


Las mutaciones puntuaies son soiamente una de las maneras en las que los 
proto-oncogenes se convierten en oncogenes en los tumores humanos. Mu- 
chas células cancerosas muestran afteraciones en la estructura cromosómica, 
incluyendo translocaciones, duplicaciones y deleciones. Los reordenamientos 
génicos que resultan de la transiocación cromosómica suelen tener como con- 
secuencia la generación de oncogenes. En algunos casos, tras el análisis de 
estos reordenamientos se ha encontrado que en el desarrollo del tumor están 
implicados oncogenes ya conocidos. En otros casos, tras el análisis de las se- 
cuencias de ADN reordenadas y tras su clonaje molecular. se han encontrado 
oncogenes nuevos. 

El primer caso caracterizado de la activación de un oncogén por transioca¬ 
ción cromosómica fue el del oncogén c-myc en el linfoma de Burkitt humano y 
en plasmocitomas de ratón, que son cánceres de los linfocitos B productores de 
anticuerpos (Fig. 15.24). Ambos tumores se caracterizan por translocaciones 
cromosómicas en las que se ven implicadas genes que codifican mmunoglobuli- 
nas. Porejemplo, en casi todos los linfomas de Burkitt se ha producido la trans¬ 
iocación de un fragmento del cromosoma 8 a uno de los !oci de las inmunogio- 
buiinas, que se íocalizan en los cromosomas 2 (cadena ligera k), 14 {cadena 
pesada) y 22 (cadena ligera k). El hecho de que los genes de las inmunoglobuli- 
nas se expresen activamente en estos tumores sugiere que las translocaciones 
activan un proto-oncogén del cromosoma 8 mediante su inserción en los /oc/de 
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Figúra 15.24 

Transiocación de c-myc. En el ľínfoma 
de Burkitt, el proto-oncogén c-myc se 
t ra n s! oca desde el cromosoma 8 al iocus 
de la cadena pesada de las inmunoglobu- 
linas (IgH) en el cromosoma 14; esto origi- 
na una expresión a normál de c-mya 
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Figúra 15.25 

Translocación de abL El oneogén abl 
se transfoca desde el cromosoma 9 al 
cromosoma 22 ťormando el cromosoma 
Filadelfia en las leucemias mlelogénicas 
crónicas. El proío-oneogén abl, que tiene 
dos exones iniciales alternativos (1A y 
1 B), se integra en la mitad del gen ber del 
cromosoma 22. El exón 1B se deledona 
a co n s ecu e nc i a d e la translocación. La 
transeripción del gen fusionado se i nie i a 
en el promotor de ber y sígue a lo largo 
d e abl. El splicing da lugar a u n ARNm 
Bcr/Abl T en el que se ha delecionado el 
exón 1A de abl y las secuencias de ber 
se han unido al exón 2 de abll El ARNm 
Bcr/Abl se traduce para dar lugar a u na 
proteína recombinante Bcr/Abl de fusión. 


Froté ína de fusión Bcr/Abl 


las inmunoglobulinas. Esto se Investigó mediante el análisis de los ADNs de 
tumores con sondas para oneogenes conocidos, y se deseubrió que el proto- 
oneogén c-mycera el punto de ruptura de la translocación del cromosoma 8 en 
el linfoma de Burkitt. Estastranslocacionesinsertabanac-mycen un locusde la 
inmunogíobulina, donde se expresaba de una manera incontrolada. El gen c- 
mycc odifica un factor de transeripción que se induce como respuesta a la esti- 
mulación por un factor de crecimiento, por lo que su expresión incontrolada 
bašta para provocar ta proliferacíón celular y conínbuir al desarrollo del tumor, 
Las translocacionesde otros proto-oncogenesdan como resultado reordena- 
mientos de secuencias codificantes, lo que conduce a la formación de productos 
génicos alterados. El caso típico de esto es ia translocación del proto-oneogén 
abl desde el cromosoma 9 al cromosoma 22, en ta leucemía mielogénicacrónE 
ca (Fíg, 15,25). Esta translocación provoca la fusión de abl con su eompahero 
de translocación, un gen denominado ber, en el cromosoma 22, La consecuen- 
cia es que se pradúce una proteína de fusión Bcr-Abl en ta que el extremo 
amino terminál normál de la proteína proto-oncogénica Abl se ha sustituido por 
unas secuencias de aminoácidos de Ber, La fusión de las secuencias de Ber da 
como resultado en una actividad incontrolada de ta proteína-tirosina quinasa 
Abl. lo que provoca la transformación celular. 

Un mecanismo diferente mediante el que los oneogenes se activan en Jos 
tumores humanos es la amplificación génica t que da como resultado una expre¬ 
sión génica elevada. La amplificación génica (véase Fig. 5,54) es frecuente en 
las células tumorales, con una frecuencia mil veces mayor que en las células 
normales, y la amplificación de los oneogenes puede desempeňar un papef en 
la progresión de muchos tumores hacia un crecimiento más rápido y un mayor 
carácter maligno, Así T se han identifieado nuevos oneogenes mediante el clona- 
je molecular y la caracterización de secuencias de ADN que se encuentran am- 
píificadas en tumores 

Un ejemplo claro de la amplificación oneogéniea es la del gen N-myc, que 
está relacfonado con c -myc, el cual está implicado en el neuroblastoma (un 
tumor infantil de células neuronales embrionarias). Copias amplifícadas de N- 
myc aparecen con frecuencia en los tumores de crecimiento rápido, lo que indi- 
ca que la amplificación de N -myc está vinculada a la progresión de los neuro- 
blastomas hacia una mayor malignidad. La amplificación de otro oneogén, 
erbB-2 t que codifíca un receptor proteína-tirosina quinasa, igualmente se rela- 
ciona con la progresión de los carcinomas de mama y de ovarios. 
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Funciones de los pr oduč t os oncogénicos 

Los oncogenes virales y los celulares definen un gran grupo de genes (aírede- 
dor de 100 en íotal) que contnbuyen al comportamiento anormal de las células 
cancerosas. Como ya se ha dicho, muchas de las proteínas codificadas por los 
proto-oncogenes regulan la proliferación celular normál; en estos casos, la ma- 
yor expresión o la mayor actividad de la proteína oncogénica correspondiente 
pradúce la proliferación incontrolada de las células cancerosas. Otras produc- 
tos oncogénicos coníribuyen a otros aspectos deí comportamiento de las célu¬ 
las cancerosas, como por ejempio, una diferenciación defectuosa o la incapaci- 
dad de sufrir la muerte celular programada. 

La mayor parte de las proteínas oncogénicas funcíonan como componentes 
de las vías de seňalización que regulan la proliferación celular y la superviven- 
c j a en respuesta a la estimulación por los factores de crecimiento. Estas proteí¬ 
nas oncogénicas incluyen a factores de crecimiento polipeptídicos, a receptores 
de los factores de crecimiento, a componentes de las vias de seňalización íntra- 
celular, y a factores de transcripción (Fíg, 15.26). 

La acción de los factores de crecimiento como proteínas oncogénicas se 
debe a su expresión anormal, lo que conduce a una situacíon en la que la célula 
tumoral pradúce un factor de crecimiento al cual también responde. El resultado 
es una estimulación autocrína de la céluia productora del factor de crecimiento 
(véase Fig, 15.9), lo que causa la proliferación anormal de la célula y contribuye 
al desarrollo de una gran variedad de tumores humanos. 

Un gran grupo de oncogenes codifica receptores de factores de crecimiento, 
la mayoría de los cuales son proteína-tirosina quinasas. Estos receptores se sue~ 
len converlir en proteínas oncogénicas al sufrir alteraciones en sus dominios ami- 
no terminales, los cuales normalmente unirŕan factores de crecimiento extraceíu- 
lares. Por ejempio, el receptor para el factor de crecimiento derivado de las 
plaquetas (PDGF) se convierte en un oncogén en algunas leucemias humanas 
debido a una translocación cromosómica en la que el extremo amino terminál 
normál del receptor de PDGF se sustituye por una seeuencia amino terminál de 
un factor de transcripción denominado Tel (Fíg. 15.27). Las secuencias Te! de la 
proteína de fusión Tel/PDGFR resultante se dimerizan aunque no se le una e! 
factor de crecimiento, So que supone actívar de manera constitutiva al dominío qui- 
nasa intracelular y la generación incontrolada de una seňal proľiferativa. Por otro 
lado, los genes que codifican algunos receptores proteína-tirosina quinasas, como 
el eróB-2, se activan por amplificación génica. Otros oncogenes (incluídos srcy ab!) 
codifican proteína-tirosina quinasas no receptores que están contínuamente activa- 
das debido a deleciones o mutaciones de sus secuencias reguladoras. 

Las proteínas Pas desempeňan un papei fundamental en la seňalización de 
la mitosis, acoplando los receptores de los factores de crecimiento a la acíiva- 
cíón de la proteína-serina/treonina quinasa Raf, lo que inicia una cascada de 
proteína quinasas que conduce a la activación de la quinasa MAP ERK (véase 
Fíg. 13.32). Como ya se trató antenormente, las mutaciones que convierten a 
los proto-oncogenes ras en oncogenes provocan una activación continua de 
Ras ŕ lo que lleva a la activación de la vía ERK. De igual manera, el gen raf se 
puede convertir en un oncogén debido a deleciones que suponen la pérdida del 
dominio regulador amino terminál de la proteína Raf (véase Fig, 15.21). La conse- 
cuencia de estas deleciones es la actividad incontrolada de la proteína quinasa 
Raf, loque también conduce a la activación constitutiva de ERK. Alternativamen- 
te, los protooncogenes raf pueden convertirse en oncogenes por mutaciones 
puntuales que resultan en una elevada actividad de la quinasa Raf. 

La vía de las quinasas ERK lleva, en última inštancia, a la fosfoniación de 
factores de transcripción y a alteraciones en la expresión génica. Por lo tanto, 
como se pôdna suponen muchos oncogenes codifican proteínas reguladoras 
de la transcripción que en condiciones normales se inducen en respuesta a la 
activación por factores de crecimiento. Por ejempio, la transcripción del proto-on- 
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Figúra 15.26 

Oncogenes y transducción de seňales. 

Las proteínas oncogénicas actúan como 
factores de crecimiento (p. ej., EGF), 
como receptores de los factores de c reči- 
mionto (p. ej., ErbB), y como moléculas 
seňalizadoras intracelulares (Ras y Raf). 
Ras y Raf activan la vía de la quinasa 
MAP ERK (véanse Figs 13.32 y 13.35), lo 
que supone la induccíón de otras genes 
(p. ej., fos ) que codifican proteínas regula¬ 
doras de la transcripción potenciál meňte 
oncogénicas, Las proteínas de las que se 
conoce su potenciál oncogénico se resat- 
tan en amanllo 
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Figúra 15.27 

Mecanismo de la activación del onco- 
gén Tel/PDGFR. El receptor d e PDGF 
normál (PDGFR) se activa por una dimen- 
zación inducida por la unión del PDGF. El 
oncogén Tel/PDGFR codifíca una proteí¬ 
na de fusión en la que el dominio extrace- 
lular normál del receptor de PDGF es sus- 
tituido por ta secuencia amino terminál del 
factorde transcripción Tel, queincluye su 
dominio de dímerización hélíce-bucle-hé- 
líce (véase Fig. 6.27). Esta secuencia se 
dimeriza on ausencia de PDGF, lo que su¬ 
pené la activación constitutiva de la pro¬ 
teína quinasa oncogénica. 



Figúra 15.28 

Factor de transcripción AP-1. Fos y 

Jun se dimerizan para constituir AP-1 que 
activa la transcripción de diversos genes 
inducibles por factores de crecimiento. 


cogén fos se activa debído a ía fosforilación de Elk-1 por la quinasa MAR ERK 
(véase Fig. 15.26). Fos y el producto de otro proto-oneogén, Jun, son componen- 
tes del factor de transcripción AP-1 Ť que activa ía transcripción de varios genes 
diana en las céíulas estimuladas por factores de crecimiento (Fig. 15.28). La actívi- 
dad constitutiva de AP-1, debida a la expresión incontrotada de las proteínas onco- 
génicas Fos o Jun, es suficiente para pradúci r la proliferacíón celular anormal que 
dará lugar a la transformación celular. De manera similar, las proteínas Myc funcio- 
nan como factores de transcripción regulados por estímulos mitogénicos, y la ex- 
presión anormal de los oneogenes myc contršbuye al desarrollo de varios tumores 
humanos. En los linfomas y leucemias humanas, otros factores de transcripción 
se suelen activar a oneogenes debido a translocaciones cromosómicas. 

Los componentes de otras vías de seňalización, índuidos Hedgehog, Wnt, 
Notch y vías de seňalización acopladas a proteínas G. también pueden actuar 
como oneogenes. Por ejemplo, las mutaciones del gen que codifíca el receptor 
de tirotropina acoplado a proteínas G lo convierten en un oncogén en tumores de 
tiroides (Fíg 15 29). La tirotropina es una hormona de la hipófisis que estimula 
la proliferacíón de las células tiroideas a través de un receptor acoplado a pro¬ 
teínas G que activa a la adenilato ciclasa. Las mutaciones del receptor de la 
tirotropina en los tumores de tiroides originan en una actividad constitutiva del 
receptor, lo que provoca la proliferacíón ceíular a través de la activación de la 
vía seňalizadoradel AMPc. De igual manera, los genes que codifican las proteí¬ 
nas G pueden actuar como oneogenes en algunos tipos celulares. El oncogén 
gsp , que codifíca la subunidad a de G s , se genera debido a mutaciones puntua- 
les símilares a aquéllas que se encontraron en ras. La consecuencia de estas 
mutaciones es una actividad constitutiva de la subunidad x de G Ä , lo que condu- 
ce a una activación incontrolada de la adenilato ciclasa. Como pôdna esperar- 
se, el oncogén gsp está ímplicado en los tumores de hipófisis y de tiroides, 
donde el AMPc estimula la proliferacíón celular. En otros tipos celulares, ínclu- 
yendo los tumores de ovario y de suprarrenaies, los genes que codifican las 
subunidades x de otras proteínas G son convertidos en oneogenes como con¬ 
secuencia de mutaciones símilares. 

Las vías de seňalización intracelular que se activan mediante una estimula- 
ción por factores de crecimiento regulan, en última inštancia, los componentes 
de ia maquinaria del cícío celular que índucen la progresión a través del punto 
de restricción en . Las cici i n as de ti po D se activan en respuesta a la estimula- 
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ción por los factores de crecimiento y desempeňan un papel fundamental como 
vŕnculos entre la senalizacion a través de dichos factores de crecimiento y la 
progresión del ciclo celular (véase Fig. 14,19). No debe sorprender que el gen 
que codifica la ciclina Dl sea un proto-oncogén, que se puede activar para dar 
lugara un oncogén (denomtnado Dl) medíante una translocación cromosómica 
o amplificación génica. Estas alteraciones conducen a la expresión constitutiva 
de la ciclina Dl, \o que induce la proliferación celular en ausencía de la estimuía- 
ción por los factores de crecimiento. 

Aunque la mayoría de los oncogenes estimulan la proliferación celular, sin 
embargo la actividad oncogénica de algunos factores de transcripcion se debe 
a que inhiben la diferenciación celular. Como ya se mencionóen el Capítulo 13 r 
Ja hormona tiroidea y el ácido retinoico inducen la diferenciación de varios tipos 
celulares Estas hormonas difunden a través de la membrána plasmática y se 

unen a los receptores intracelulares que 
actúan como moléculas reguladoras de la 

transcripción, Las formas mutadas del re~ 
Célula madre pluri polente de hormQna tjroidea (ErbÄ} y del 

receptor del ácido retinoico (PML/RARot) 
íntervienen como proteínas oncogénicas 
en la eritroleucemia de los pollos y en la 
leucemia promíelocítica aguda humana, 
respectivamente. En ambos casos, pare- 
ce ser que los receptores oncogénicos 
mutados interfleren con la aoción de sus 
homólogos normales, bloqueando la dife- 
rendación celular y manteniendo las célu- 




Figura 15.29 

Actividad oncogénica de los recepto¬ 
res asociados a proteínas G y de tas 

proteínas G, El receptor de la tirotropina 
está acoplado a la adenilato ciclasa a tra¬ 
vés de G 5 , Los genes que codifican el re¬ 
ceptor y la subunidad &. de G^. (G.^) pue- 
den actuar como oncogenes estimutando 
la proliferación de las células del tiroides, 



Figúra 15 30 

Acción de la proteína oncogénica PML/ 

RARu. La proteína de fusión PMURARa 
bloquea la diferenciación de los promieío- 
citos a granulocitos. 
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Figúra 15.31 

Oncogenes y supervivencía celular. En- 

tre las proteinas oncogénicas que actúan 
como sena les de supervivencía celular se 
incluyen factores de crecimiento, recepto- 
res de factores de crecimiento, la PI 3 qui- 
naša y Akt. La seňalización mediante la vía 
de la PI 3 quinasa'Akt regula a los miem- 
bros de la familia de Bcl-2 que promueven 
la supervivencía celular inhibiendo la libe- 
ración del citocromo c de la mitocondna. 
Las proteinas con potenciál oncogénico 
aparecen resaltadas en amarillo. 




Muerte celular 


Citocromo c 

K 


las leucémicas proliferando de manera activa (Fig. 15,30). En el caso de la leu- 
cemia promielocítica aguda, unas altas dosis de ácido retinoico pueden vencer 
el efecto de la proteína oncogénica PML/RAR? e índucir la diferenciacíón de las 
células leucémicas. Esta observación biológica tiene una implicación clínica: se 
puede tratar de manera efectiva a los pacientes con leucemia promielocítica agu- 
da adminístrándoles ácido retinoico, que induce la diferenciacíón y bloquea la 
proliferación celular, 

Como ya se trató anteríormente en ešte Capítulo, la incapacidad de las célu¬ 
las cancerosas de sufrir la muerte celular programada, o apoptosis. es u n factor 
crítico en ef desarrollo de tumores, y varios oncogenes codifican proteinas que 
intervíenen promoviendo la supervivencía celular (Fig. 15.31). La supervivencía 
de la mayoría de las células animates depende de su estimulación por los facto¬ 
res de crecimiento, por lo que aquellos oncogenes que codifican factores de cre- 
cimiento, receptores de factores de crecimiento y proteinas senaiizadoras como 
Ras, intervíenen no sólo estimulando fa proliferación celular sino también evitan- 
do la muerte celular, Como ya se trató en ef Capítulo 13, la vŕa de seňalización de 
la PI 3-quinasa/Akt desempeňa un papel fundamente! en la prevención de la 
apoptosis de muchas células dependíeníes de los factores de crecimiento, y los 
genes que codifican la PI 3-quinasa y Akt actúan como oncogenes en los retro- 
vírus y en algunos tumores humanos, Entre las dianas de !a PI 3-quinasa/Akt se 
incluye un miembro de la familia Bcl-2 (Bad) T y hay que destacar que Bcl-2 fue 
descubierto como un oncogén por primera vez en linfomas humanos. El onco- 
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Figúra 15.32 

Supresion de la capacidad de génesís 
tumoral medšante fusión celular. La fu- 

síón de células tumorales con céJulas sa- 
nas dio lugar a hĺbridos que contenian 
cromosomas de ambos progenitores. Es- 
tos hibridos no suelen tener capacidad de 
generar tumores. 


gén bd-2 se genera mediante una translocación cromosómica cuya consecuen- 
cia es una expresíón elevada de Bcl-2, !o que bloquea la apoptosis y mantiene 
la supervivencia celular bajo condiciones que normalmente inducirían la muerte 
de la célula. La identificación de bcl-2 como un oncogén no sólo proporcionó la 
primera demostración acerca de !a ímportancia de la muerte celular programa- 
da en e! desarrollo del cáncer, sine que llevó al deseubrímiento del pape! que 
tienen Bcl-2 y otros genes relacionados como reguladores principales de la 
apoptosis en organismos que van desde C. eíegans hasta el ser humano. 


Genes supresores de tumores 

La activación de los oneogenes celulares sólo representa uno de los dos tipos 
de alteraciones genétieas implieadas en el desarrollo del tumor; la otra es la 
inactivación de los genes supresores de tumores. Los oneogenes causan la 
proliferación anormal de las céJulas debido a alteraciones genétieas que inere- 
mentan la expresión génica o producen la actívidad incontrolada de las proteí- 
nas codificadas por los oneogenes. Los genes supresores de tumores repre- 
sentan un mecanismo opuesto de control del crecimiento celular, normalmente 
inhibiendo la proliferación celular y el desarrollo del tumor. En muchos tumores, 
estos genes están ausentes o tnactivados, por lo que no intervienen regulado- 
res negativos de la proliferación celular. lo que contribuye a la proliferación 
anormal de las células tumorales. 


Identification de los genes supresores de tumores 

Los primeros datos acerca de la actividad de los genes supresores de tumores 
se obtuvieron a partir de experimentos de hibridación de células somátícas rea- 
lizados por Henry Harns y col. en 1969, La fusión de células normafes con célu¬ 
las tumorales dio como resultado células hĺbridas, que contenian los cromoso- 
mas de ambos progenitores (Fig. 15.32), En la mayoría de los casos, estas 
células hĺbridas no eran capaces de formar tumores en animales. Por lo tanto, 
parecía ser que había genes procedentes del progenitor celular normál que inht- 
bían (o suprimían) el desarrollo del tumor, Sin embargo, la caracterización de 
estos genes a nivel molecular vino a partir de un abordaje diferente —el análisis 
de formas hereditarias poco frecuentes de cáncer en humanos, 

El primer gen supresor de tumores se identificó a partir de estudios del retino- 
blastoma, un tumor de ojos en niňos poco frecuente. Siempre y cuando la enfer- 
medad se detecte tempranamente, el retinoblastoma puede ser tratado con éxito, 
y muchos pacientes sobreviven teniendo descendencia. Asi se llegó a la conclu“ 
sión de que muchos casos de retinoblastoma son hereditarios. En estos casos, 
aproximadamente el 50% de los hijos de un progenitor afectado desarrollarän el 
retinoblastoma, lo que concuerda con la transmislón Mendeliana de un único gen 
dominante que confiere susceptibilidad al desarrollo del tumor (Fig, 15,33), 


Varón Hembra 



Figúra 15.33 

Herencia del retinoblastoma. La sus¬ 
ceptibilidad de suťrir retinoblastoma se 
transmite a cerca del 50% de la descen- 
dencia. Los s im b o los morados y verdes 
rndican los tndividuos afectados y sanos, 
respectiva meňte. 
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Figúra 15,34 

Mutaciones de ŕľbdurante el desarroilo del retinoblastoma. En el retinoblastoma he- 
reditario se hereda del progenitor afectado una copia defectuosa del gen Rb (Rb). Una 
segunda mutaciôn somática, que inactiva la única copia sana Rb 4 de la célula de la retina, 
provoca el desarroilo del retinoblastoma En los casos no hereditarios, se heredan dos 
genes Rb' normales, y sólo se desarrolfa el retinoblastoma si dos mutaciones somáticas 
inactivan ambas copias de Rb en la mísma célula. 

















Capítulo 15 • Cáncer • 659 


Aunque la susceptibilidad de sufrir retinoblastoma se transmite como un ca- 
rácter dominante, la herencia de ešte gen no es suficiente para transformar una 
célula normál de la retina en una célula tumoral. Todas las células de la retina 
del pacíente heredarán eí gen, pero sólo una pequeňa parte de estas células 
darán Jugar al tumor Asi, el desarrollo del tumor requiere otros procesos ade- 
más de la herencia de la susceptibilidad al tumor En 1971, Alfréd Knudson 
propuso que para que se desarrolle el retinoblastoma se requieren dos mutacio- 
nes; ahora se sabe que éstas corresponden a la pérdida de las dos copias fun- 
cionafes det gen (el gen supresor de tumores Rb) presente en los cromosomas 
homólogos de una célula diploide normál (Fig. 15,34). En el retinoblastoma he- 
reditario, una copia defeGtuosa de Rb se transmite genéticamente. La pérdida 
de esta única copia de Rb no es suficiente por sí mísma para que se produzca el 
desarroflodel tumor, pero en estos individuos se suele desarrollar el retinoblas¬ 
toma debido a una segunda mutación somática que produce la pérdida del alelo 
Rb normál. Por el contrario, el retinoblastoma no heredítario es muy poco fre- 
cuente, ya que para que se desarrolle se requieren dos mutaciones somáticas 
independientes para inactivar ambas copias del Rb normaf de la mísma cél u la. 

La función def gen Rb como un regufador negativo del desarrollo de tumores 
se dedujo inicialmente a partir de las observaciones de la morfologŕa de los 
cromosomas. En algunos retinoblastomas se encontraron deleciones visibles 
del cromosoma 13q14, lo que sugería que era la pérdida del gen Rb (en vez de 
su activación) lo que producía el desarrollo del tumor (Fig. 15.35). Posterior- 
meňte, estudios de mapeo genético indicaron que el desarrollo del tumor se 
debia a la pérdida de los alelos Rb normales en las células tumorales, lo que 
estaba de acuerdo con la función de Rb como un gen supresor de tumores. El 
clonaje de Rbe n 1986 estableeió de manera definitiva que en los retinoblasto- 
mas Rb se ha perdido o ha mutado. Los experímentos de transferencía génica 
también demostraron que si se introducía un gen Rb normál en células de reti¬ 
noblastoma revertia su capacidad tumoral, lo que era una evidencia directa de 
la actividad de Rb como supresor de tumores, 

Aunque Rb se identifícó en un cáncer infantil poco común, también íntervie- 
ne en algunos de los tumores más comunes de los adultos. Concretamente, a 
partir de los estudios de! gen clonado se ha establecido que Rb falta o es inactivo 
en muchos cardnomas de vejiga, mama y pulmón. Por lo tanto, la importancia del 
gen supresor de tumores Rb trasciende al retinoblastoma, ya que parece ser que 
contribuye al desarrollo de una parte importante de los eánceres humanos más 
comunes. Además, como se mencionó anteriormente en ešte Capítulo, la proteí- 
na Rb es una diana importante de las p rote i n as oncogénicas de varios vírus tu- 
morales de ADN, incluyendo al SV40, al adenovirus, al papilomavirus humano, y 
herpesvirus asociados al sarcoma de Kaposí, que se unen a Rb e rnhtben su 
actividad (Fig. 15.36), Por lo tanto, la transforniación por estos virus se debe, al 
menos en parte, a la inactivacion de Rb a nivel de proteínas, en vez de a una 
mutación que cause la inactivacion del gen Rb. 

La caracterizacíón de Rb como un gen supresor de tumores sirvió como 
modelo para identificar otros genes supresores de tumores que contribuyen al 
desarrollo de muchos eánceres humanos diferentes (Tabla 15.5). Algunos de 
estos genes se identificaron como las causas de eánceres hereditahos poco 
frecuentes, desempeňando un papel similar al que desempeňa Rb en el retino¬ 
blastoma heredítario. Otros genes supresores de tumores se ha n identifieado 
como genes que con frecuencia faltan o están mutados en eánceres adultos 
comunes no hereditahos, como es el caso del carcinoma d e colon. En cualquíer 
caso, parece ser que la mayorŕa de los genes supresores de tumores intervie- 
nen en el desarrollo de tipos de cáncer hereditahos y no hereditahos. Asi, la 
mutación de algunos genes supresores de tumores parece ser la alteración mo- 
lecular más común responsable del desarrollo de un tumor humano. 

El siguíente gen supresor de tumores identifieado fue p53, que suele encontrar- 
se inaetivado en una gran variedad de eánceres humanos, incluyendo leucemias, 



Figúra 15.35 

Deleciones de R b en el retinoblasto¬ 
ma. Muchos retinoblastomas tienen dele¬ 
ciones en el íocus cromosómico (13q14) 
donde se localiza el gen fíb. 



Infecciôn 
con SV40 



Proteina Rb 
hactívada por 
ef antígeno T 

Transíormación celular 


Figúra 15 36 

Interacción de Rb con proteínas onco¬ 
génicas de vírus tumorales de ADN. 

Las proteínas oncogénicas d e varios vi¬ 
rus tumorales de ADN (p. ej., e! antígeno 
T de SV40) inducen la transformación 
mediante la unión y la inactivación de la 
proteina R b 
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TABLA 15.5. Genes supresores de tumores 


Gen 


Tipo de cáncer 


APC 

BRCA1 

BRCA2 

ÍNK4 

NF1 

NF2 

p53 

PTC 

PTEN 

Rb 

Smad2 

Sfľiad4 

Tjmit 

VHL 

WT1 


Carcinoma de colon/recto 

Carcinomas de mama y ovario 

Carcinoma d e mama 

Melanoma, carcinoma de pulmón. tumores cerebraies, leucemias, 
liníomas 

Neurofibrosarcoma 

Meníngioma 

Tumores cerebraies; carcinomas de mama, de colon/reclo, de 
ôsófago, hepático y de pulmôn: leucemias y linfomas 

Carcinoma d e las células basales 

Tumores cerebraies: melanoma; carcinomas de prostata, 
endometrio, riňón y pulmón 

Retinoblastoma; sarcomas; carcinomas de vejiga, mama y 
pulmón 

Carcinoma d e colon/recto 

Carcinoma de ooion/recto, carcinoma pancreático 

Carcinoma d e colon/recto, carcinoma g á stri co 

Carcinoma d e las células renales 

Tumor de Wilms 


linfomas, sarcomas, tumores cerebraies. y carei- 
nomas de diversos tejidos, como los de mama, 
colon y pulmón. En total las mutaciones de p53 
intervienen en el 50% de los cánceres, lo que 
hace de él ta diana susceptible de alteraciones 
genéticas más frecuente en los cánceres huma- 
nos. También hay que destacar que las mutacio¬ 
nes hereditarias de p53 son las responsables de 
la transmisión genética de u n sindrome cancero- 
so hereditarío poco frecuente, en ei que los indivi- 
duos afectados desarrollan cuaiquier tipo de 
cáncer, Además, la proteína p53 (al igual que 
Rb) es una diana para las proteinas oncogénF 
cas del SV40, adenovírus, y papilomavirus hu- 
mano, y el herpesvirus asociado al sarcoma de 
Kaposi, 

Al igual que p53> tos genes supresores de 
tumores INK4 y PTEN se encuentran frecuen- 
temente mutados en cánceres comunes. inclu- 
yendo el cáncer de pulmón, de prostata y el 
melanoma. Otros genes supresores de tumo¬ 
res (incluyendo APC t Tfilt, Smad2 y Smad4) a 
menudo se encuentran inactivados en los cán¬ 
ceres de colon, Además de estar implicados en casos no hereditarios de cáncer 
común en adultos, las mutaciones hereditarias del gen APC son responsables 
de una forma infrecuente hereditaria de cáncer de colon, denomínada poliposis 
adenomatosa familiar. Los individuos que padecen esta condición desarrollan 
cientos de adenomas benignos en el clôn (pólipos), algunos de los cuales inevi- 
tablemente progresan hacía la malignidad. Las mutaciones heredadas de otros 
dos genes supresores de tumores, BRCA1 y BRCA2\ son responsables de los 
casos hereditarios de cáncer de mama, que consíituyen del 5 al 10% del total de 
la incidencia del cáncer de mama, Algunos genes supresores de tumores adi- 
cíonales se han implicado en el desarrolio de tumores cerebraies, cánceres 
pancreáticos y carcinomas de células basales de la piel, además de en diversos 
síndromes de cáncer hereditarios infrecuentes, como el tumor de Wilms. 


Ftmciones de los productos de los genes supresores de tumores 

A diferencia de tas proteinas oncogénicas y proto-oncogénicas, las proteinas 
codificadas por la mayorfa de los genes supresores de tumores inhiben la prolL 
feración o la supervivencia de la célula. Por lo tanto, la inactívación de los genes 
supresores de tumores conduce al desarrollo de! tumor eliminando proteinas de 
regulación negatíva. En varios casos las proteinas supresoras de tumores inhi¬ 
ben las mišmaš vías reguladoras que se activan por los productos de los onco- 
genes. 

Un ejemplo interesante del antagonismo entre los productos oncogénicos y 
los productos de los genes supresores de tumores es la proteína codificada por 
el gen supresor de tumores PTEN (Fig. 15.37), La proteína PTEN es una fosfa- 
tasa lipídica que desfosforila la posíción 3 de los fosfatidiíinosŕtidos, como el 
fosfatidilinositol 3, 4, 5-bÍfosfato (PIP 3 ), Mediante la desfosforitación de PIP 3 , 
PTEN ejerce el efecfo contrario al de la PI3-quinasa y Akt, que actúan como 
oncogenesal promoverla supervivencia celular. Por el contrario, la inactivación 
o pérdida de la proteína supresora de tumores PTEN puede contribuir al desa¬ 
rrollo del tumor debido a que en tal caso aumentarán los niveles de PIP 3 , se 
activará Akt, y se inhibirá la nnuerte celular programada, 

Las proteinas codificadas por los oncogenes y por los genes supresores 
de tumores también intervienen en la vía de seňalización de Hedgehog (véase 
Fig. 13.45), El receptor Smoothened es un oncogén en los carcinomas de celu- 
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Čara interná de la membrána plasmática 
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Supervivencía celular 


PTEN 


Figúra 15.37 

Supresión de la supervivencia celular por PTEN. 

La proteína supresora de tumores PTEN es u na fos- 
fatasa lipidica que desfosforila PI P, en la posícíón 3 
del inositol, dando lugar a PIP 2 . Asi, PTEN contra- 
rresta la actividad de los oncogenes PI 3-quinasa y 
Akt que promueven la supervivencia celular. 


las basales, mientras que Patched (el regulador negativo de Smoothened) es 
un gen supresor de tumores. Además, las proteínas Gli (los homólogos en ma- 
míferos del factor de transcripción Ci de Drosophita, activado por Smoothened) 
fueron identificadas por pnmera vez como los productos de un oncogén ampli- 
ficado. 

Varios genes supresores de tumores coditican proteínas reguladoras de la 
transcripción. Un ejemplo de esto es el producto de WT1, que se encuentra 
inactivo en los tumores de Wilms (un tumor de riňón infantil). La proteína WT1 
es un represor que parece ser que suprime la transcripción de una šerie de 
genes índucibles por factores de crecimiento. Se cree que una de las dianas de 
WT1 es el gen que codifica el factor de crecimiento II análogo a la insulina, que 
se sobreexpresa en los tumores de Wilms y puede que contribuya al desarrollo 
del tumor actuando como un factor de crecimiento autocrino. Por lo tanto. la 
inactivación de WT1 provocaría la expresión alterada de un factor de crecimien¬ 
to. lo que a su vez causaría la proliferación de las células tumorales, Otros dos 
genes supresores de tumores, Smad2 y Smad4 , coditican factores de transcrip¬ 
ción que se activan por la seňalización de TGF-/Í y desencadenan la inhibición 
de la proliferación celular. Consistente con la actividad de la vía del TGF-/Í en la 
inhibición de la proliferación celular, el receptor de TGF-/f también está codifica- 
do por un gen supresor de tumores (TjiRIÍ). 

Los productos de los genes supresores de tumores Rb e INK4 regulan la 
progresión del ciclo celular en el mismo lugar en el que lo hace la ciclina Dl (Fig. 
15.38). Rb inhibe el paso através del punto de restricción en G, reprimiendo la 
transcripción de determinados genes relacionados con la progresión del ciclo 
celular y lasintesis de! ADN (véase Fig. 14.20). En las células normales el paso 
a través de ešte punto de restricción se regula por los complejos Cdk4/ciclina D, 
que fosforilan e inactivan a Rb. Por lo tanto, la inactivación de Rb en los tumores 
debido a su mutación supone la pérdida de un regulador negativo de la progresión 
del ciclo celular. El gen supresor de tumores INK4 , que codifica al inhibidor pi 6 de 
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Figúra 15,38 

Inhĺbicíón de ta progresión det cicto 
celular por Rb y pi6, Rb inhibe ta pro¬ 
gresión a íravés del punto de restnceion 
en Los complejos Gdk4,6/cietfha D 
promueven el paso a través del punto de 
restricción medíante la fosforilacióri e 
inactivación de Rb, p16 inhibe ia actividad 
de Cdk4 s 6/cíclina D, 


DNA tesionado 





Deteneión del Apoptosis 

cicio celular 

Figúra 15.39 

Aceión de p53- La p53 salvaje (wiid- 
type) se requiere para que el cicio celular 
se detenga y para la apoptosis inducida 
por lesión del ADN, 



Cicio celular bloqueado 



R b inactíva 



Et cicio celular prosígue 


Cdk, también regula et paso a través del punto de restricción, Como ya se trató en 
el Capítufo 14, pi6 inhibe la actividad de Gdk4,6/aclína D Por lo tanto, ia inactiva- 
cíón de INK4 tiene como consecuencia ei aumento de fa actividad de los eompiejos 
Cdk4/cidína D, lo que da lugar a una fosforilación incontrolada de Rb, 

El producto del gen p53 regula la progresión del cicio celular y la apoptosis 
(Fig. 15.39), La lesión del ADN induce rápidamente a p53 que activa la trans- 
cripción del inhibidor p21 de Cdk (véase Fig, 14,21), Et inhibidor p21 bloquea la 
progresión del cicio celular actuando como un inhibidor generál de los comple- 
jos Cdk/ciclina e inhibiendo la replícación del ADN mediante su unión al PCNA 
(antígeno nuclear de proliferación celular). La consecuencia de que el cicio ce¬ 
lular se detenga es que asi se proporcíona tiempo suficiente para que se repare 
el ADN lesionado antes de su replicacíón. La ausencia de p53 impide que se 
detenga el cicio celular, lo que conduce a que la tasa de mutación aumente y a 
la inestabilidad del genoma de la céiula, Esta inestabilidad genética es una ca- 
racterística común de las células cancerosas, y puede contribuir a que se pro- 
duzcan posteriores alteraciones de los oncogenes y de los genes supresores de 
tumores durante la progresión del tumor. A pesar de que su función todavía no 
se conoce por compleío, los productos de los genes BRCA1 y BRCA2 , que son 
responsables de algunos cánceres hereditarios de mama y ovario, también pa- 
recen estar ímplicados en los puntos de control de la progresión del cicio celular. 

Además de detener el cicio celular, p53 se requiere para la apoptosis induci¬ 
da por lesión del ADN. Los efectos de p53 sobre la apoptosis están mediados 
por la activación de la transcripción de un miembro de la familia Bcl-2 (PUMA) 
que induce la muerte celular. El ADN daňado y no reparado suele inducir la 
apoptosis de las células de mamífero, lo cual es una respuesta beneficiosa para 
el organísmo puesto que asi se eliminan las células que porien mutaciones per- 
judiciales (p,e. células que puedan convertirse en células cancerosas), Las cé¬ 
lulas que carecen de p53 son incapaces de sufrir la apoptosis en respuesta a los 
agentes que daňan el ADN, incluyendo la radiación y muchas de las drogas utili- 
zadas como quimioterapia contra e! cáncer, Esta incapacidad de sufrir la apopto¬ 
sis en respuesta a las lesiones en el ADN es una de las causas de la resistencia 
que ofrecen los tumores a la quimioterapia. Además, la ausencia de p53 parece 
que ínterfiere con la apoptosis inducida por otros estimulos, como son la privacíón 
de factores de crecimiento y de oxigeno. Se considera que estos efectos de la 
inactivación de p53 dan cuenta de la elevada tasa de mutaciones en p53 en los 
tumores humanos. 
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Pnpel de los oncogenes y de los genes supresores dc tumore s 
en el desarrollo del tumor 

Como ya se trató anteríormente, el desarrollo def cáncer es un procese multíeta- 
pa en el que las células sanas progresan de manera gradua! hasta convertirse 
en células cancerosas. La secuencia compleťa de los procesos que se requie- 
ren para el desarrollo de cualquier cáncer humano todavía no se conoce, pero 
estä claro que tanto la activación de los oncogenes como la inactivación de los 
genes supresores de tumores son pasos críticos en la iniciación y progresión 
del tumor. A la larga, el dano acumulado en varios genes es el responsable del 
aumento de la capacidad de proliferar, de invadír otros tejidos y de generar 
metástasis, característico de las células cancerosas. 

Donde mejor se comprende e! papel que desempeňan las múltiples altera¬ 
ciones genétlcas es en el caso de los carcinomas de colon, que han sido estu- 
díados intensamente por Bert Vogelstein y col. En estos tumores se suele pro- 
ducír la mutación de los oncogenes rasK y la inactivación o deleción de tres 
genes supresores de tumores diferentes — APC , MADR2 , y p53 . Puesto que 
medrante extirpación quirúrgica se pueden obtener muestras representativas 
de los diferentes estadios del desarrollo del cáncer de colon, ha sido pošibte 
relacíonar las alteraciones genéticas con las etapas diferenciadas de la progre- 
síón del tumor (Fig. 15.40). 

Estos estudíos indican que un suceso temprano en ei desarrollo del tumor es 
la inactivación de APC (un componente de la vía de seňalización del Wnt; véase 
Fíg. 13.46). La transrmsión hereditanade genes APCmutados en pacientes con 
poliposis adenomatosa familiar tiene como consecuencia una proliferación 
anormal de las células del colon, lo que conduce al desarrollo de múltiples ade- 
nomas en el colon de los pacientes afectados. Las mutaciones en APC también 
se encuentran con frecuencia en pacientes con carcinomas de colon no heredi- 
taríos y se detectan en etapas tempranas del desarrollo de la enfermedad. En 
algunos casos, la activación de la seňalización a través de Wnt resulta de las 
mutaciones presentes en el gen que codifica la /i-catenina (que se encuentra 
por debajo de APC en la vía de seňalización de Wnt), en lugar de mutaciones 
en APC. 

Las mutaciones de los genes rasK son las siguientes en aparecer, y los 
oncogenes rasK están presentes con frecuencia en los adenomas de colon. 
Algunos tumores de colon poseen mutaciones que dan lugar a la activación de 
un miembrode la família de oncogenes raf {B-raf}, en lugar de mutaciones de 
rasK. Puesto que Raf está inmediaíamente debajo de Ras, la activación de uno 
de los oncogenes rasK o B -raf. desencadena la estimulación de la seňalización 
mediada por ERK en las células tumorales, 

Prácticamente todos los cänceres de colon poseen mutaciones que afectan 
a la via de seňalización deTGF-/J, que inhibe la proliferación celular índuciendo 
la síntesis de pi 5, un miembro de la família Ink4 de inhibidores de Cdk. Las 
mutaciones que afectan a la seňalización de TGF-/Í también parecen tener lu¬ 
gar relativamente temprano en el desarrollo de los cánceres de colon. y se en¬ 
cuentran con frecuencia en los adenomas. En algunos tumores, las mutaciones 
inactivan al gen supresor de tumores TjíRIL que codifica al receptor de TGF-/L 
En otros casos, las mutaciones inactivan a los genes supresores de tumores 
que codífican los factores de transcrĺpción Smad2 o Smad4, que son las dianas 
de la seňalización de TGF-/L Finalmente, el gen supresor de tumores p53 es 
inactivado, generaimente en un estadio más avanzado del desarrollo del tumor. 

La acumulación de daňos en múltiples oncogenes y genes supresores de 
tumores que afectan a distintas vías que regulan la proliferación y supervívencia 
celular parece ser la responsable del desarrollo en múltiples etapas del cáncer 
de colon. La acumulación de danos tanto a oncogenes como a genes supreso¬ 
res de tumores parece ser, del mismo modo, responsable del desarrollo de 
otros tipos de cáncer, incluidos los carcinomas de mama y de pulmón. La pérdi- 


Células normales 




^ APC, /í-catenina 


Adenoma 

temprano 
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Figúra 15.40 

Alteraciones genéticas en los carctno- 
mas de colon. La inactivación de APC 
(un componente de la vía de seňalización 
del Wnt) ocurre en una fase temprana def 
desarrollo del tumor, dando lugar a una 
población celular profiterativa. En ciertos 
casos en lugar de esto se producen muta¬ 
ciones en el gen que codifica la /Fcatenina 
(que se encuentra por debajo de APC en 
la vía de seňalizaciónde Wnt). Entoncesel 
desarrollo de adenomas está relacionado 
con mutaciones en los genes ras o raf 
(que estimula la seňalización mediada por 
ERK) y con gene que codifican los compo- 
nentes de la via TGF-fí (el receptor de 
TGF-/L Smad2 o Smad4). Mutaciones 
posteriores de MADR2 y de p53 se a só¬ 
da n a estadios más avanzados de la pro¬ 
gresión tumoral. 
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Fase del cáncer de colon 


Figúra 15.41 

Tasas de supervívencia de pacientes 
con carcinoma de colon. Se muestran 
las tasas d e supervi venčia d u raňte cinco 
aňos de pacientes a los que se les diag- 
nosticó adenomas (pólipos), carcinomas 
Socalizados en su lugar de origen. earci- 
nomas que se habian propagado a teji- 
dos adyacentes y n ód u los linfáticos, y 
carcinoma metastásico. 


da progresiva del control del crecimiento que es característico de las célutas 
cancerosas se cree que es pues, el resuftado final de las anomalías en los 
productos de múttiples genes que en condiciones normales regulan la prolifera- 
ción, diferenciación y supervívencia celular. 


Aplicaciones de la biológia molecular para 
la prevención y tratamiento del cáncer 

Se ha aprendido mucho acerca de los defectos moleculares responsables del 
desarrollo de muchos cánceres humanos. Sin embargo, el cáncer es algo más 
que lír terna de ínterés cíentífico. Es una enfermedad terrible que eausa la 
muerte de cerca de uno de cada cuatro americanos. Por lo tanto, aplicar nuestro 
conocimiento del cáncer para mejorar la prevención y el tratamiento del mismo 
representa un reto fundamenial en la investigacíón actual y futura, Afortunada- 
mente, los avances en la caracterización de la biológia molecular del cáncer 
comienzan a contribuir al desarrollo de nuevos abordajes en su prevención y 
tratamiento, lo que en úlíimo término permitirá hacer frente a la enfermedad de 
una manera más adecuada, 

Prevención y detección prečo z 

La manera más efectíva de hacer frente al cáncer séria evitar el desarrollo de la 
enfermedad. La segunda mejor manera, pero también efectiva ; sena detectar de 
manera fiable el tumor antes de que alcanzara la etapa de carácter maligno, de 
tal manera que pudíera ser tratado, Muchos cánceres se pueden curar mediante 
tratamientos loeales, como la cirugía o la irradiacióm siempre y cuando se detec- 
ten antes de que se propaguen por metástasis por todo el cuerpo. Por ejemplo, 
las etapas premalígnas del cáncer de colon (adenomas) se suelen curar por com- 
pleto mediante procedimientos quirúrgicos menores (Fíg. 15,41), La tasa de eura- 
ctón de los carcinomas tempranos que todavía permanecen en su lugar de origen 
también es elevada, cerca del 90%. Sin embargo, la tasa de supervívencia dismi- 
nuye a cerca del 50% para aquellos pacientes cuyo cáncer se ha difundido a los 
tejidos adyacentes y a los nódutos linfáticos, y es menordel 10% para aquellos 
pacientes con cáncer de colon metastásico. Por lo tanto, la detección precoz del 
cáncer es un factor determinante en las consecuencias de la enfermedad. 

La principál aplicación de la biológia molecular a la prevención y a la detección 
precoz consiste en ídentífícar a aquellos individuos que tienen una tendencia here- 
ditaria a desarrollar el cáncer. Esta tendencia hereditaria se debe a mutaciones en 
los genes supresores de tumores, en al menos algún oncogén ( ret ), asi como en 
los genes de reparación del ADN T como por ejemplo en los genes reparadores de 
bases desapareadas; esta úllima mutación es la responsable del cáncer de colon 
no potipoide hereditaho (véase medicína molecular en el Cap. 5). Las mutaciones 
en estos genes se pueden detectar mediante una prueba genética. lo que permite 
identificar a los individuos de alto riesgo antes de que la enfermedad se desarrolle. 

Además de contribuir a la tornáde decisionesen el ámbitode la planificación 
famílíar, el seguimiento riguroso de aquellos individuos de alto riesgo permitirá 
la detección precoz y un tratamiento más efectivo de algunos tipos de cáncer. 
Por ejemplo, los adenomas de colon se pueden detectar por colonoscopía y se 
pueden extirpar antes de que se conviertan en tumores malignos. Los pacientes 
con poliposis adenomatosa familiar (debido a mutaciones heredítarias en e! gen 
supresor de tumores APC) suelen desarrollar cientos de adenomas en sus pri- 
meros 20 aňos de vida, por lo que el colon de estos pacientes se suele extirpar 
antes de que alguno de estos pólipos progrese hasta un estado de tumor malig- 
no, Sin embargo, los pacientes con cáncer de colon no polipoide hereditaria 
desarrollan un menor número de pólipos en momentos posteríores de la vida P 
por lo que se pueden beneficiar de la colonoscopia rutinaria y de determinadas 
drogas, como por ejemplo las drogas antiinflamatonas no esteroideas 
(NSAlDs), que inhĺben e! desarrollo del cáncer de colon. 
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La herencia de cánceres debidos a aíteraciones en genes conocidos es un 
hecho p oco frecuente, constituyendo cerca del 5 % de la incidencia total del cáncer. 
El ti po de cáncer con una tendencia hereditaria más común es ef cáncer de colon 
no polipoide hereditario, que contabiliza cerca del 15 % de los cánceres de colon y 
del 1 al 2% de todos los cánceres en los Estados Unidos. Las mutaciones en ios 
genes supresores de tumores BRCA1 y BRCA2 tambíén son bastante comunes, y 
contabilizan del 5 al 10% de todos los cánceres de mama. Sin embargo, algunos 
genes que favorecen la tendencia a contraer el cáncer, que aún no han sido identifi- 
cados, pueden incrementar el número de tumores malignos comunes de adultos, 
como los cánceres de mama, de colon y de pulmón. Por lo tanto, la caracterización 
de aquelfos genes que favorecen la tendencia a tener cáncer es una empresa 
imporfante con unas implicaciones prácticas evidentes. A los individuos con estos 
genes se les aconsejaría que evitaran su exposición a carcinógenos importantes 
(p. ej., el humo def tabaco en el caso del cáncer de puímón) y se les realizaría un 
seguimiento rlguroso para detectar los tumores en etapas tempranas, de tal manera 
que pudieran ser tratados más fácilmente. La identificación fehacíente de los indivi¬ 
duos susceptibles, seguida de unas medidas de detecdón y preventivas adecuadas, 
podrían en último tármino disminuir de manera importante la mortatidad por cáncer. 

D iagn ós tico n w leču l a r 

El análisis molecular de los oncogenes y de los genes supresores de tumores 
implicados en determinados tipos de tumores puede proporcionar informadón 
útil para el diagnóstico del cáncer y para el seguimiento de los efectos del trata- 
miento. Asŕ, ya se están poníendo en práctíca varias aplicaciones de ešte tipo 
de diagnóstico molecular. En algunos casos, las mutaciones de los oncogenes 
han proporcionado marcadores moleculares útiles para seguir el curso de la 
enfermedaddurante su tratamiento, Un buen ejemplo es la translocación de abf 
en ía leucemía mielogénica cróníca. Como ya se trató anteriormente, esta trans¬ 
locación provoca la fusión de abf con el gen ber , lo que produce la expresión de 
la proteína oneogénica Bcr/Abl (véase Fig. 15.25), A través del método de la 
reacción en cadena de la polímerasa (véase Fig, 3.27) se puede detectar el 
oneogén bcr/abl recombinante en las células leucémicas, por lo que se utiliza 
para monítorizar la respuesta de los pacientes al tratamiento. 

En otros casos, la detecdón de mutaciones en determinados oncogenes o 
en genes supresores de tumores proporetona informadón acerca de qué opcio- 
nes terapéuticas elegir. Por ejemplo, el que se hayan amplifieado N-myc en los 
neuroblastomas y erPB-2 en los cardnomas de mama y de ovario permite pre- 
decir una progresión rápida de la enfermedad. Por lo tanto, los pacientes con 
estos oncogenes ampíificados deberían recibir un tratamiento más agresivo. 

Además del análisis de genes individuales, puede obtenerse informadón 
diagnóstäca importante a partir del análisis global de la expresión génica en los 
cánceres. El uso de microarrays de ADN permite analizar simultáneamente la 
expresión de decenas de miles de genes (ver Figúra 3.27), de modo que es posi- 
ble desarrollar una clasífŕcación molecular de los cánceres mediante la compara- 
ción de los perfites de expresión génica de los diferentes tumores. Estudios de 
ešte tipo sugieren que los análisis de perfiles de expresión génica pueden distin- 
guir entre tumores que de otro modo resultan simitares, y proporciona informa- 
ción que predice el resultado clínico y la respuesta al tratamiento, Por ejemplo, el 
análisis de la expresión génica se ha utilizado para diferencíar dos tipos de linfo- 
mas grandes y difusos de células B, que difieren significativamente en su res- 
puesta a las terapias actuales. Aproximadamente el 40% de los pacientes con 
íinfomas grandes y difusos de células B responden bien al tratamiento, mientras 
que el resto poseen un mal pronóstico. El análisis de fa expresión génica demos- 
tró que una šerie de linfomas grandes y difusos de células B pódia dívidirse en 
dos grupos diferentes, con perfiles de expresión que se asemejan a diferentes 
etapas del desarrollo normál de las células B (Figúra 15,42) Cunosamente, los 
pacientes con linfomas caracterizados por perfiles de expresión génica que se 
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Figúra 15.42 

Perfil de la expresión génica de linfo¬ 
mas grandes y difusos de células B, 

Una šerie de linfomas grandes y difusos 
de células B fueron divididos en 2 subti- 
pos, denominados semejantes a células B 
de los centros germinales (GC-semejan¬ 
tes, naranja) y semejantes a células B ac- 
tivadas (Act B-semejantes, azul), basán- 
dose en los perfiles de expresión génica, 
Las sondas fluorescentes de los linfomas 
individuales fueron hibridadas con una še¬ 
rie de dones de ADNc sobre el mteroa- 
tray. Gada fila representa un don aislado 
de ADNc y cada columna representa una 
sonda fluorescente preparada a partir de 
una muestra aislada de ARNm de linfoma. 
Los resultados ilustran fa hibridación de 
sondas fluorescentes de linfoma relativas 
a una sonda referenda, donde la fluores¬ 
cencia roja corresponde a una hibridación 
más intensa por parte de la sonda de linfo¬ 
ma, Los linfomas semejantes a células B 
de los centros germinales corresponden a 
un estadío más temprano del desarrollo 
de las células B. (De A Alizadeh et al., 
2000 Náture 403: 503.) 
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asemejan a un estadío temprano del desarrollo de las células B tenŕan una tasa 
de supervivencia marcadamente superior, demostrando el valor pronóstico de 
clasificar estos linfomas según sus patrones de expresión génica. Apficaciones 
similares del análisis de la expresión génica en otras típos de cáncer, incluyendo 
fos carcinomas de mama, pulmón y prostata, empíezan a generar información 
valiosa eon respecto a los subtipos de tumores y su comportamiento clínico. 


Tratnmien to 

Sin embargo, la cuestión fundamental es saber si el descubrimiento de los on- 
cogenes y de los genes supresores de tumores dará lugar al desarrollo de nue- 
vos medicamentos que actúen selectivamenfe contra las células cancerosas. 
La mayoría de los medicamentos que se utilizan actuaímente en el tratamiento 
del cáncer, bíen daňan el ADN, o bíen inhiben la repficación del ADN. Por lo 
tanto, estos medicamentos no sólo son tóxicos para las células cancerosas, 
sino tambíén para las células sanas, especialmente para aquellas células sanas 
que experimentan una división celular rápida (p. ej., células hematopoyéticas, 
células epiteliales del tracto gastrointestinal, y células del folículo piloso). La 
acción de los medicamentos anticancerosos contra estas pobJaciones de célu¬ 
las sanas es la responsable de la mayor parte de la toxicidad asociada a estos 
medicamentos, y limita su efectívidad en e! tratamiento del cáncer, 

Un nuevo abordaje prometedor a la terapia de! cáncer es la utílización de 
drogas que inhiben el crecimiento del tumor ínterfiriendo con la angiogénesis (la 
formación de los vasos sanguíneos), en vez de actuar directamente contra las 
células cancerosas. Como ya se mencionó antenormente en ešte Cap., se nece- 
sita que se formen nuevos vasos sanguíneos para suministrar el oxigeno y fos 
nutrientes que se requieren para el crecimiento def tumor. Por lo tanto, para el 
desarrollo del tumor es fundamental promover la angiogénesis, y las células tu- 
morales secretan determinados factores de crecimiento que esfimulan la prolífe- 
ración de las células endoteliaJes de los capilares, lo que origina el crecimiento de 
nuevos capilares en el tumor. La importancia de la angiogénesis la reconoció por 
primera vez Judah Folkman en 1971, y las investigadones llevadas a cabo por 
Folkman y coL han conducido a! desarroiio de nuevos medicamentos (endostati- 
na y angiostatina) que inhiben la angiogénesis bloqueando la proliferación de las 
células endoteliaJes. Puesto que estos medicamentos actúan de manera espe- 
cífica inhibiendo la formación de nuevos vasos sanguíneos, son mucho menos 
tóxicos para las células sanas que los agentes anticancerosos estándar. Los 
inhibidores de la angiogénesis han dado resultados muy prometedores en prue- 
bas llevadas a cabo con animales, y actuaímente están siendo sometidos a 
ensayos clínicos para evaluar su efectivídad contra los cánceres humanos. 

Una estrategia alternatíva para conseguir u n tratamiento más selectivo del cán¬ 
cer consiste en desarrotlar drogas dirigidas específicamente contra los oncogenes 
que producen el crecimiento del tumor. Desgradadamente, desde el punto de vista 
del tratamiento del cáncer, los oncogenes no son exclusivos de las células tumora- 
les. Puesto que los proto-oncogenes desempeňan un papef importante en las célu¬ 
las sanas, es probable que los inhibidores generales de la función o de la expresión 
de los oncogenes actúen contra las células sanas asi como contra las células tu- 
moraíes. Por lo tanto, la utilidad de fos oncogenes como dianas de las drogas anti- 
cancerosas no resulta evidente, pero algunos avances prometedores indican que 
puede ser posible desarroliar terapias selectívas basadas en los oncogenes. 

El primer régimen terapéutico dirigido contra un oncogén específieo se utiliza 
para tratar la leucemia promielocitica aguda. Esta leucemia se caracteriza por 
una translocación cromosómica en la que el gen que codifica el receptor del ácido 
retínoico (RAFh) se u ne a otro gen (PML) para dar lugar al oncogén PML/RARy ., 
Se considera que la función de la proteŕna PMU'RAR^ es, al menos en parte, 
bloquear la diferenciacičn celular. Sín embargo, estas células leucémicas se dife- 
rencian en respuesta al tratamiento con dosis altas de ácido retínoico, que parece 
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Medicína molecular 


STI-571: Tratamiento del cáncer dirígido contra 


el oncogén bcr/abl 


La enfermedad 

La leucemia mieloide crónica (LMC) 
ccnstítuye aproximadamente e! 20% 
de las leucemias en adultos. En el 
aňo 2003, se estima que se 
diagnosticarán unos 4.300 casos de 
LMC en Estados Unidos, y que 
habrá unas 1,700 muertes 
causadas por e sta enfermedad. 

La LMC se origina a partír de una 
célula madre pluripotencial en la 
médula ósea. Es una enfermedad 
de desarrollo lento Ť que se divíde 
dmicamente en dos etapas: la fase 
crónica y la crisis blástiea. La fase 
crónica de la LMC puede persistir 
durante aňos y se asocia con una 
sintomatología minima- Fínalmente, 
sin embargo, los pacienies 
progresan hada u n e stádo agutío de 
la enfermedad que pone en peligro 
su vída, conocido como crisis 
blásííca. La crísis blástiea se 
caracteriza por la acumuiacíón de 
grandes números de células 
leucémicas que prolíferan 
rápidamente, denominadas blastos. 
Los pacientes que sufren la crisis 
blástiea se tratan con drogas 
quimtoterapéuticas eständar, que 
pueden inducir una remisíón a la 
fase crónica de la enfermedad. La 
quimioterapta tambíén puede 
utilizarse durante la fase crónica de 
la LMC t pero generál meňte no 
consigue etiminar las células 
leucémicas. La LMC tambíén puede 
tratarse mediante un trasplante de 
células madre de la médula ósea T lo 
que puede resultar eurativo en 
aproximadamente la mítad de los 
pacientes en la fase crónica de la 
enfermedad. 

Base molecular y celular 

La activación del oncogén abf por la 
translocación desde su locus normál 
en el cromosoma 9 al cromosoma 
22, es un suceso altamente 
reproducible en la LMC, oeurnendo 
en el 95% de sstas leucemias. Esta 
translocación resulta en la 
formación de una fusión entre el gen 
abl y el gen ber del cromosoma 22, 
dando lugar al oncogén bcr/abl. El 
oncogén expresa una proteína de 
fusión Bcr/Abl en la que la 


secuencia de aminoácidos Ber 
sustituye al primer exón de Abl (ver 
Figúra 15.25}. La proteína Bcr/Abl 
es una proteína-tirosina quinasa 
constitutívamente actíva, que 
deseneadena una leucemia 
mediante la activación de una šerie 
de vías de seňalización. 

Puesto que la activación del 
oncogén ber/ab! b s u n evento tan 
reproducible en el desarrollo de la 
LMC, parecía ser un buen candidato 
contra el que desarrollar un ínhibidor 
selectlvo de tirosina-quinasas que 
podría se de utilidad clínica, Estos 
estudios dieron lugar al desarrollo 
del STI-571 o Gleevec como la 
primera droga terapéutica diseňada 
con éxito como inhibidor selectivo 
de una proteína oncogénica. 

Prevención y tratamiento 

El desarrollo del STI-571 empezó 
con la ídentificadón de la 
2-fenílo-aminopirimidina como un 
inhibidor inespecífico de proteínas 
quínasas. A continuación, fueron 
sintetizados una šerie de 
compuestos relacionados, y fueron 
optimizados en base a su actividad 
frente a distintas díanas, induyendo 
la tirosina quinasa Abl. Entre 
muchos compuestos analizados en 



Estructura cristalina del dominio paralítico 
de Abl formando u n oomplejo con u n deriva- 
do del STI-571 (De T. Schindler, W. Born- 
mann r P Pellicena, W. T. Millar, B Clarkson 
y J, Kuriyan. 2000. Science 289: 1938.) 


estas investigaciones, se encontró 
que et STI-571 era un inhibidor 
polente y específico de Abl, y de 
otras dos proteína-tirosina quínasas, 
el receptor de! facto r de crecimiento 
plaquetario y c-Kit. Estudios 
sucesivos, demostraron que el 
STI-571 inhibía específicamente la 
proliferadón de células 
transformadas por oneogenes 
bcr/abl , induyendo células de 
pacientes con LMC, en cultivo, 
Además, el STI-571 impedía la 
formación de tumores por parte de 
células transformadas con ber/abf en 
ratones. Por el eontrario, las células 
norma les o células transformadas 
con otros oneogenes, no eran 
afectadas por el STI-571, 
demostrando s u especificidad frente 
a la tirosina quinasa Ber/Abl. 

Basändose en estos resultados, 
se inició la fase l del ensayo clínico 
de STI-571 en Junio de 1998. Los 
resultados fueron 
so rprende nie meňte positivos. De 
los 54 pacientes en fase crónica 
tratados con STI-571, 53 
respondleron a la droga. Es más. la 
respuesta al STI-571 se observó en 
más de la mitad de los pacientes en 
crisis blástiea tratados. El éxito de 
estos estudios íniciales incitó una 
fase II expandida que incíuía a más 
de 1.000 pacientes. Estos estudios 
confirmaron los resultados 
promeledores de la fase f, donde el 
95% de los pacientes en fase 
crónica y aproximadamente el 50% 
de los pacientes en crisis blástiea, 
respondleron al STI-571. Además, 
al contrario que las drogas 
quimioterapéuticas convencionales, 
el STI-571 poseía efectos 
secundarios mínimos. Estos estudios 
clínicos claramente demostraron que 
el STI-571 es una terapia altamente 
eficaz para la LMC, y dio Jugar a una 
aprobación aeelerada def STI-571 
por parte de la FDA en Mayo del 
2001—un hito en la traducción de la 
ciencía básica en práctica clínica. 
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que súpera el efecto inhibidor de fa proteína oncogénica PMURAFľ/. Ešte trata- 
miento con el ácido retinoico provoca la remisión de la leucemia en la mayoría de 
los pacientes, aunque esta respuesta favorable es temporai, y los pacientes vuel- 
ven a recaer. Sin embargo, el tratamiento combinado con ácido retinoico y con 
agentes quirnioterapéuticos eständar reduce de manera significativa la incidenda 
de Ja recaŕda, por lo que la utílizacíón del ácido retinoico resulta benefidosa en el 
tratamiento de la leucemia promiefocítica aguda. La actividad terapéutica del áci- 
do retinoico se detectó antes de que fuera identificado el oncogén PMURARy, 
por io que su efectividad contra las células leucémicas que expresan esta proteí¬ 
na oncogénica se descubrió por casualidad, en vez de mediante un diseňo racio- 
nal del medicamento. De todas maneras, la utilización del ácido retinoico en e! 
tratamiento de la leucemia promielocitica aguda proporciona e! primer ejemplo de 
un medicamento clínicamente útil dirigido contra una proteína oncogénica. 

La herceptina, un antieuerpo monoclonal frente a la proteína oncogénica 
ErbB-2, fue la primera droga desarrollada frente a un oncogén específico que 
consiguió la aprobadón de la PDA para su uso clínico en el tratamiento del cán¬ 
cer La proteína ErbB-2 se sobreexpresa en aproximadamente el 30% de los 
cänceres de mama como resultado de la amplificación del gen erbB-2. En primer 
lugar se encontró que un antieuerpo frente al dominio extracelular de ErbB-2 (un 
receptor proteína-tirosina quinasa) inhibía la proliferación de células tumorales en 
las que se sobreexpresaba ErbB-2, Estos resultados llevaron al desarrollo y en- 
sayo clínico de la Herceptina, que se encontró que reducía signiflcativamente el 
crecimiento tumoral y prolongaba la supervivencia del paciente, en ensayos clí- 
nicos que incluían a más de 600 mujeres con cáncer de mama metasfático en el 
que se sobreexpresaba la proteína ErbB-2. Basándose en estos resultados, la 
Herceptina fue aprobada por la FDA en 1998 para el tratamiento del cáncer de 
mama metastático que expresase níveles elevados de ErbB-2. 

U n área más ampiiamente aplicabie para el desarrollo de fármacos es la iden- 
tificación de moléculas pequeňas inhibidoras de proteínas oneogénieas, incluyen- 
do las proteínas quinasas que juegan papeles clave en la senalización de la proli¬ 
feración y supervivencia de las células cancerosas. Un avance recíente en ešte 
área ha sido el desarrollo de un inhibidor selectivo para la proteína-tirosina quina¬ 
sa Bcr/Abl, que se genera por la translocación del cromosoma Filadelfia en fa 
leucemia mieloide crónica (véase Fig. 16,25). Brian Druker y sus coJaboradores, 
desarrollaron un inhibidor potente y específico de la proteína quinasa Bcr/Abl y 
demostraron que ešte compuesto (denominado STI-571 o Gleevec) bloquea efi- 
cazmente la proliferación de las células de leucemia mieloide crónica. Basándose 
en estos resultados, se inició un ensayo clínico del STI-571 en junio de 1998. Las 
respuestas a STI-571 fueron notables, y el compuesto poseía efectos secunda- 
rios mínimos. El notable éxíto def STI-571 en estos ensayos clínicos sirvió como 
base para su rápida aprobadón por la FDA en Mayo del 2001, para su uso en el 
tratamiento de la leucemia mieloide crónica. A pesar de que algunos pacientes 
desarrollan una resistencia frente a ešte fármaco, el STI-571 es indudablemente 
una terapia muy eficaz para esta leucemia. Como primer fármaco de diseňo, de- 
sarrollado como un inhibidor específico de un oncogén, su deseubrimiento es 
un bito en la aplicación de la investigación básíca al tratamiento del cáncer. 

El ejemplo del STi-571 claramente sugiere que ía explotación continuada de 
los oneogenes y los genes supresores de tumores como dianas para el desarrollo 
de drogas. posee el potenciál de conducir a una nueva generación de drogas 
que actuen selectivamente contra las células cancerosas. E! desarrollo de fár¬ 
macos dirigidos contra las proteínas Ras es un área de exploración actíva, acor- 
de con el predominío de los oneogenes ras en los tumores humanos. Las proteŕ- 
nas Ras están dirigidas a la membrána plasmáíica mediante la adtción de un 
farnesi! isoprenoide en su extremo carboxilo terminál (véase Fig, 7.32). Puesto 
que se trata de un tipo relalivamente infrecuente de modificación proteica, se 
han investigado los inhibidores de la farnesilación como drogas terapéuticas, y 
se está evaluando su potenciál utilidad clínica en el tratamiento del cáncer hu- 
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mano, Una amplia variedad de inhibidores de proteínas quinasas, incluyendo 
inhibidores dei receptor de EGF, Raf, MEK y Akt, además de inhibidores de la 
Pl3-quinasa, también se están desarrollando como potenciales fármacos anti- 
cancerosos. Además de los inhibidores de PI3-quinasa y Akt, se están estu- 
diando otros fármacos que podrían incrementar la sensibilidad de las células 
cancerosas a la apoptosis, inciuyendo los que se unen a p53 y pueden restaurar 
la actividad de proteínas de p53 mutadas. A pesar de que e! impacto final de la 
biológia moiecular sobre el tratamiento del cáncer está aún por ver, está claro 
que el diseňo racional de fármacos dirigidos frente a oncogenes específicos y 
proteínas supresoras de tumores desempeňará un papal importante. 


RESUMEN 

DESARROLLO Y CAUSAS DEL CÁNCER 

Tipos de cáncer: El cáncer se debe a la proliferación incontrolada de cual- 
quier tipo de céluia. La dístinclón más importante, para el paciente, es entre 
tumores benignos, que permanecen en el lugar de origen, y tumores malignos, 
que pueden invadir el tejido circundante sano y disemínarse por ei organismo. 
Desarrollo dei cáncer: Los tumores se desarrolian a partir de una única 
célula alterada que comlenza a proliferar de manera anormal. Mutacionesa- 
dicionales darán lugar a la selección de aquellas células con una mayor ca- 
pacídad de proliferación, supervivencia, invasión y metástasis. 

Causas dei cáncer: La radiación y muchos otros carcinógenos químicos 
actúan daňando el ADN e induciendo mutacíones. Otros carcinógenos quí¬ 
micos contríbuyen al desarrollo del cáncer estimulando la proliferación celu- 
lar. Los vírus también causan cáncer en humanos y en otras especies. 
Propiedades de las células cancerosas: La proliferación incontrolada de 
las células cancerosas se refleja en que tienen poca necesidad de factores 
de creeimiento extracelulares, y en la ausencla de la inhibición por contacto 
célula-célula. Muchas células cancerosas también se díferencian de manera 
defectuosa, lo que está de acuerdo con su proliferación continua in vivo . La 
incapacidad característica de las células cancerosas de sufrir apoptosis tam¬ 
bién contribuye de una manera importante al desarrollo del tumor. 
Transformación de las células en culiivo ; El desarrollo de ensayos de 
transformación celular in vitro , ha permitido estudiar la conversíón de células 
sanas en células tumorales, en cultivos ceíulares. 

VÍRUS tumorales 

Vírus de la hepatitis B y C: Los virus de la hepatitis B y C pueden causar 
cáncer hepático en humanos. 

SV40y poliomavirus: Aunque ni el SV40 ni el poliomavirus causan cáncer en 
humanos, son modelos importantes para estudiar la biológia moiecular de la 
transformación celular. El antígeno T del SV40 induce la transformación mediante 
su interacción con las proteínas celulares supresoras de tumores R b y p53. 
Papilomavirus: Los papilomavirus inducen tumores en diversos animales, inclu¬ 
yendo el carcinoma cervical en humanos. Al igual que el antígeno T de SV40 f las 
proteínas transformantes de los papilomavirus iníeracctonan con Rb y p53, 
Adenovirus ; Los adenovirus no causan cánceres de manera naturel en el 
hombre nt en otras especies, pero son un modelo importante en la investíga- 
ción del cáncer. Sus proteínas también interaccionan con Rb y p53. 
Herpesvirus: Los herpesvirus, que están entre los virus animales más comple- 
jos Ť provocan el cáncer en varias especies, incluido el hombre. La biológia mole- 
cufar de la transformación por estos virus aun no se comprende muy bien. 


PALABRAS CLAVE 


cáncer, tumor, tumor benigno, tumor 
maligno, metástasis, carcinoma, 
sarcoma, leucemia, linfoma 


miciacíón del tumor, progresión del 
tumor adenoma, póíipo 


carcinógeno, promotor tumoral 


inhibición dependiente de ía densidad, 
estimulación autocrina del creeimiento. 
inhibición por contacto, angíogénesis, 
muerte celular programada apoptosis 


transformación celular 


vtrus tumoral, virus de la hepatitis B, 
virus do la hepatitis C 

vírus de simio 40 (SV40), poliomavirus 


papilomavirus 


adenovirus 


herpesvirus, herpesvirus asocíado al 
sarcoma de Kaposí. virus de 
Epstein-Barr 
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retrovirus, vírus del sarcoma de Rous 

(RSV) 


oncogén, sre\ ras, raf 


proto-oncogén 


ras , c -my c, abi N-myc. erbB-2 


Fos, Jun, Dl, ErbA, PMURARa, PI 3- 
quinasa. Akt. Bcl-2 


gen supresor de tumores, Rb , p53 


PTEIM 


Retrovirus: Los retrovirus causan ei cáncer en el hombre y en otras animaíes 
Algunos retrovirus tienen genes específicos responsables de inducir la trans- 
formación celular f y a partir de estudios realizados con estos retrovirus alta- 
meňte oncogénicos se ban caracterizado oncogenes viraíes y celufares. 

ONCOGENES 

Oncogenes retrovíricos: El prime r oncogén identificado fue el gen src del 
RSV. Estudios posteriores han identificado más de dos docenas de oncoge¬ 
nes distintos en diferentes retrovirus. 

Proto-oncogenes: Los oncogenes de los retrovirus se originaron a partir de 
genes similares de células sanas denominados proto-oncogenes. Los onco¬ 
genes son formas de sus correspondientes proto-oncogenes que están mu- 
tadas o que se expresan de manera anormal. 

Oncogenes en ei cáncer en ef hombre: En el cáncer en el hombre, diver- 
sos oncogenes se activan a partir de mutaciones puntuales, reordenamien- 
tos del ADN r y amplíficaciones. Algunos de estos oncogenes de tumores 
humanos, como los genes ras, son los homólogos celulares de aquellos on¬ 
cogenes que se describieron por printera vez en fos retrovirus. 

Funciones de los productos oncogénicos: La mayoría de las proteínas 
oncogén icas intervienen como componentes de las vías de seňalizacíón que 
estimulan la proliferacíón celular. El gen que codifica la ciclina Dl también es 
un oncogén potenciál, que estimula la progresión del ciclo celular. Otras pro- 
temas oncogénicas interfieren con la diferenciación celular, y los oncogenes 
que codifican la PI 3- quinasa, Akt y Bci-2 inhiben la apoptosis. 

GENES SUPRESORES DE TUIVIORES 

tdentificación de ios genes supresores de tumores: A diferencia de los 
oncogenes, los genes supresores de tumores inhiben el desarrollo del tumor. 
El prototipo de un gen supresor de tumores, Rb t se identificó a partir de los 
estudios sobre la herencía del retinobľastoma. La pérdída o la inactivación 
por mutación de fíb y de otros genes supresores de tumores, como p53, 
contribuye a que se desarrollen díversos tipos de cáncer en el hombre, 

Funciones de los productos de los genes supresores de tumores ; Las 

proteínas codificadas por la mayoría de los genes supresores de tumores 
intervienen como ínhibidores de la proliferacíón o de la supervivencia celular. 
Las proteínas Rb f INK4, y p53 son regutadores negativos de la progresión 
del ciclo celular, Además, p53 se requiere para la apoptosis inducida por 
lesión del ADN y por otros estímulos, por lo que su inactivación contribuye a 
estimular la supervivencia de la célula tumoral. 

Papel de los oncogenes y de ios genes supresores de tumores en ei 
desarroilo del tumor Las mutaciones en los oncogenes y en los genes 
supresores de tumores contribuyen al desarrollo progresivo de los cánceres 
en e! hombre, Se considera que la acumuiación de los daňos en varios de 
estos genes origina la alteración de ia proliferacíón, diferenciación y superví- 
venčia que caracteriza a la célula cancerosa. 

APLICACIONES DE LA BIOLOGÍA MOLECULAR A LA PREVENCIÓN 
Y AL TRATAMIENTO DEL CÁNCER 

Prevenciou y detección precoz: Muchos cánceres se pueden curar si se 
detectan en una etapa temprana del desarroilo del tumor. Las pruebas gené- 
ticas para identificar a aquellos individuos que tengan una tendencia heredh 
taria a desarrollar un cáncer, pueden permitir una detección precoz y un tra- 
tamiento más eficaz de ios individuos de alto riesgo. 
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Diagnóstica motecular: La detección de mutación es en oncogenes y en 
genes supresores de tumores puede ser Cítil en el diagnóstico y en el segui- 
mlento de la respuesta a! tratamiento. 

Tratamiento ; El desarrollo de drogas dirígidas contra oncogenes o contra 
genes supresores de tumores especľficos, puede conducír a que se desco 
brán nuevos agentes terapeuticos que actúen de manera selectiva contra las 
células cancerosas. 


Preguntas 

1. ^Qué es un cáncer y como difiere de 
un tumor benigno? 

2. iCuál es el papel de la selección clo¬ 
na! en el desarrollo del cáncer? 

3- iCómo aumentan los estrógenos el 
riesgo de padecer un cáncer? 

4. ^Por qué es peligrosa la estimufa- 
ción autocrina del crecimiento? 

5. Los adenovirus, papilomavirus y 
SV40 actúan todos sobre los mismos ge¬ 
nes o productos génicos para inducir la 
transformación. ^Qué so n? 

6. Has construído un antígeno T muta- 
do del SV40 que no puede inducir la 
transformación celular, ya que no se une 


Bibliografia 

K efe ren cla s gene r a l es 

Con per, G. M. 1992. Elemettis of Human Can- 
cer. Boston: Jones and tíartlett. 

Cooper, G. M. 1995. Oncogenes, 2nd od, Bos¬ 
ton: Jones and Ba rt let t 
Varmus, H. and R. A. Weinberg. 1993. Genes 
and the Rio log y of Cáncer, New York: Scien- 
titie American Library, 

Desarrollo y causas 
del cáncer 

C ham ber s ; A. F., A. C. Groom and L C. Mac- 
Donald, 2002, Dissemination and growth 
of cáncer cells in motastatic sites. Náture 
Rev. Cáncer 2: 563-572 | R | 

Christoforí, G. and H. Semb, 1999. The role 
of the eell-adhesion m o leču I e I -eadherin 
as a tumouj-suppressor gene, Trmds Bio- 
chem. Sci 24: 73-76. [R] 

Fialkow, ľ. j. 1979, Clona 1 origin of human 
tumors. Ann. Rev, Med. 30: 135-143, |R| 
Hanahan, D, and J. Folkman. 1996. Pattems 
and emergtng mechanisms of the angiuge- 
nie fswitch during tvímorigenesís. Celí 86: 
353-364. [R] 


a Rb, Si ešte antígeno T mutado se intro- 
dujera en las células junte con un ADNc 
de papilomavirus que codifícara para E7, 
^crees que causaría la transformación 
de estas células? si el ADNc codifiea- 
ra para E6? 

7. El AMPc suele inhibír la profiferación 
de los fibroblastos. ^Crees que gsp ac- 
tuaría como un oneogén en estas células? 

8. ^Cómo puede convertirse un protoon- 
oogén en un oneogén sin un cambio o una 
mutación de su secuencia codificante? Ex- 
pfica dos formas en las que podría ocurnr. 

9. i Qué efecto podría esperarse de la 
sob re ex preši ón del producto del gen su- 


Hanahan, D. and R. A. Weínberg. 200(1 The 
hallmarks of cáncer. 07/ 100: 57-70. f R] 
Henderson, B. E., R. Ross and L. Bernstein, 
1988, Estrogens as a cause of human can- 
ccr. Cáncer Res. 48: 246-253 | R j 
I .iotta, L. A. and E. C. K oh n. 2001. The micro 
environment ol the tumour-host interface. 
Náture 411: 375-379. [R) 

NowelL P. C. 1986. Mechanisms uf tumor 
progression. Cáncer Res. 46: 2203-2207. [R] 
Peto, J. 2001. Cáncer epidemiotogy in the la s t 
century and the next decade, Náture 411: 
390-395. [R] 

Raff, M. C 1992, Sodai Controls on celí sur- 
vivál and celí death. Náture 356: 397-400. 
[R] 

Sawyers,C. L., C. T. Denný and O. N- Witte. 
1991. Leukémia and the disruption of nor¬ 
mál hematopoiesis. Q7/ 64: 337-350. f R] 
Sporu, M. B, and A. B. Roberts, 1985. Auto 
crine grawth ta clo r s and cáncer. Science 
313: 745-747. |R| 

Temm, H M, and í I. Rubín. 1958. Characte- 
ristics of a n assay for Kou s sarcoma v i rus 
and Rous sarcoma cells in culture. Viro- 
hgy 6: 669-688. [P] 


presor de tumores INK4 en células tumo- 
rales en las que se ha inactivado Rb me¬ 
dlenie una mutación? 

10. ^Gué tumores consideras que se- 
rían más sensibles al tratamiento con ra- 
diación —los tumores con el gen p53 sal- 
vaje (wiíd-type) oconelgen p53 mutado? 

11. Puesto que !a susceptibilidad al reti- 
nobJastoma s e hereda como u n ca ráčte r 
dominante, ^por qué no se desarrollan 
en tumores todas las células retinianas 
de niňos con ešte caräcter dominante? 

12. ^Cómo f u nc ióna el STI-571, el pri- 
merfármaco de dlseňo desarrollado como 
un inhibídor específico de un oneogén? 


Tonou, D. G. 2003. Disruption of d ífferentia- 
tíon in human cáncer: AM L shows the 
way. Náture Rev. Cáncer 3: 89-101. [R] 

Thompson, C. B. 1995. Appptosis in the pat- 
hogen esí s a n d trea t me n t of d iscasc. 5c 7c 't í 
ce 267: 1456-1462. [R] 

Writing Group for the Women's Health ini- 
tiative Ínvtístigators, 2002. Risks and bene- 
fits of ťätrogen plus progestin i n healthy 
postmenopausaI women. /. Anter. Med. As- 
soc. 288: 321-333. [P] 

Vírus tuniorales 

Bíshop, G. A. and L, K. Busch. 2002. Molecu- 
lar mechanĹsms of B-lymphocyte transfor- 
mation by Epstein-Barr vírus. Microbes and 
Infcciwn 4: 853-857. [K] 

BJumbcrg, B. S. 1997. Hepatitis B vírus, Lhc 
vaccine, and the eontrol of primary cáncer 
of the Uver. Pnk\ Nnti Acad . Sci. USA 94: 
7121-7125. [RJ 

Boshofŕ, L. and R. Weiss, 2002, AIDS-rdated 
malignancies. Náture Rev. Cáncer 2: 373- 
362, | R) 

Coffin, J + M v S. H. Hughes and H. E. Var- 



672 • Sección IV • Regulación celular 


m u s, ed$. 1997. Retroviruses* New York: 
Cold Spring í larbor Laboratory Press. 
Fíelds, B. N., D. M Knipe, P. M. Í fowley, R. 
M Chanock, J, L, Mdnick, T. P. Monath, 
B. Roizman and S. E. Straus, eds, 1996. 
Fundaménla! Virobgy. 3rd ed. New York: 
L i p p i n co 11 - Ra ven. 

Flinty S*)., L W, Enquist, R. M. Krug, V R. 
Racaniello and A. M Skalka. 1999. Princi- 
ples o f Virobgy: Molecular Bíalogy, Pathoge- 
nesis, and Control. Washington, I Xľ: ASM 
Press. 

Gianniní, C. and C Brechot. 2002, Hepatitis 
C vírus biology, Celí Death Dijf. 10: S27- 
S38. [R] 

Kelt, A.-M. and D. A. Galloway. 2003. Me- 
chanisms by which DNA tumor vírus on- 
coproteins ta r get tlie Rb family o f pocket 
proteins, Carcinogenesis 24: 159-169. [R] 
Jerrner, R. G. and C. BoshofE 2002* The mole- 
cular pathology of Kaposľs sarcoma-asso- 
cíated herpes víru s. Biochim. Bioph\fs. Acta 
1602: 1-22. |K] 

La m, N. and B. Sugden. 2002, CD40 and its 
viral LMľl: Si m í la r means todiffe- 

rent end s. CeU. Sigtutlfing 15: 9-16. [R] 

Mortreux, ľ., A.-S. Gabet and Ľ, Wattel. 
2003. Molecular and cellular aspects of 
HTLV-1 assocíated leukemogenesis in 
vivo. Leukémia 17: 26-38, [R] 

Saenz-Robles, M. T. f C", S. Sullívan and j. M. 
Pipas. 2001. Transŕorming funetions of si- 
niian vírus 40. Oncogene 20: 7899-7907. [R] 
Zur I lausen, 1 i. 2002. ľa pi lloma viruses and 
cancer: From hasič studies to clinical ap- 
plication, Náture Rev. Cancer 2: 342-350. 

[R] 

Oncogenes 

Aaronson, S. A. 1991. Growth factors and 
cancer. Science 254:1146-1153. [R] 

Adam s, J. M, and S, Cory, 2001 Life-or- 
death decisions by the Bcl-2 protein fa- 
mily, T r e mi s Biochem. Šci. 26: 61-66, [R] 
Blume-Jensen, P. and T, Hunter, 2001. Onco- 
genic kinase signalíng, Náture 411: 355- 
365.[R| 

Bos, J. L. 1989, Ras oncogenes in Ruman can¬ 
cer: A revievv. Cancer Res. 49: 4682-4689* 

[R] 

Daita, S. R., Brunet, A. and M. E* Greenberg. 
1999. Cellular survival: A plav in three 
Ak t s, Genes Deve!. 13: 2905-2927. [R] 

Dav í es, H* and 51 others. 2002. Mutations of 
the BRAF gene in human cancer. Náture 
417: 949-954 [P] 

Der, C. J., i G. Kmntiris and G. M. C o o per. 
1982. Transforming genes of human blad- 
der and lung cardnoma celí Unes are ho- 
mologous to the rus genes of Harvey and 
Kirsten sareoma viruses, Proc, NatL Acad , 
Sci USA 79:3637-3640, |P| 

Krontiris, T. G. and G. M. Cooper, 1981, 
Transforming activitv of human tumor 
DNA s. Proc. NatL AauL Sci USA 78: 1181- 
1184. [P] 

Leder, IV, J, Battey, G. Lenoir, C Moulding, 
W. Murphy, H* Potter, T. Stewart and R. 
Taub, 1983. T ra ns locati ons among anti- 
body genes in human cancer, Science 222: 
765-771. [R] 

Legauer, C, K. W. Kínzler and li Vogelstein, 


1998. Genetic ins ta bil i tí es in human can- 
cers. Náture 396: 643-649. [R] 

Look, A T. 1997. Oncogenic transeription 
factors ín the human acute leukemias. 
Science 278: 1059-1064. [R] 

Martin, C i S. 1970. Rous sareoma vírus: A 
fuiiction required for the maintenance of 
the transformed stále. Náture 227: 1021- 
1023. [P] 

Mdnick, A. and J. U. Lícht, 1999* Decon- 
structing a disease; RARz, its tu s i on part- 
ners, and their role s in the pathogenesis of 
acute promyelocytic Leukémia. Biood 93: 
3167-3215. [R] 

Rajagopalan, H , A. Bardelli, C , Lengauer, K. 
W* Kinzler, B. Vogelstein and V. E. V e les - 
cu. 2002. RAF/RAS oncogenes and mis- 
m a tch-repa i r s ťa tu s. Na tu re 418: 934. 11 ’ | 
Sherr, C. |. 1996. Cancer celí cvctes. Science 
274: 1672-1677, [R] 

Shih, C., L, C, Padhy, M. Murray and R. A. 
Weinberg. 1981. Transforming genes o t 
carcinomas and ne urobí as tom a s intmdu- 
ced in to mouse fibroMasts* Náture 300: 
539-542. [PI 

Solomon, E., |. Borrow and A. D. Goddard. 
1991. Chiomosome aberrations and can¬ 
cer, Science 254:1153-1160. [Rj 
Stelie] i n, D. f íl. E. Vaimus, |. M. Bishop and 
P. K. Vogt* 1976. DNA related to the trans- 
ťorming gene(s) of av ian sarcoma viruses 
ís present in normál avian DNA. Náture 
260: 170-173, [Pj 

Sugden, B. 1993, How some ret rov i rus es got 
their oncogenes. ľrends Biochem, Sci. 18: 
233-235. [R] 

Tabin, C. J., S. M. Bradley, C I, Bargmann, R. 
A. Weinberg, A. G. Papageorge, E. M. 
Scolnick, R. Dhar, D. R. Lowy and E, H. 
Chang. 1982. Mechan ism ol activaíion of a 
human oneogene. Náture 300: 143-149. [P] 
ľaipale, j, and P* A. Beachy. 2001. The Hed- 
gehog and Wnt signáling pathways in 
cancer. Náture 411: 349-354. [Rj 
Testa, f. R and A. Boliaco sa, 2001 Akt plays 
a centra! role in tumorígenesis. Prac. NatL 
Acad. Sci . USA 98: 10983-10985. [RJ 
Thompson, C. B. 1995. A pop t osi s in the pat¬ 
hogenesis and treatment of disease. Scien¬ 
ce 267: 1456-1462. [R] 

Vivánco, 1. and C. L. Sawyers* 2002. The 
phosphafidylinositol 3-kinase-Akt patli- 
way íhuman cancer. Náture Rev * Cancer 
2:489-501. fRJ 

Vogt, P. K. 1971. Spontaneous segregation of 
nontransforming viruses trom cloned sar¬ 
coma viruses. Virológ i/ 46: 939-946. [P] 

Genes su pre so res de t u m o res 

Bienz, M. and H. Clevers. 2000, Linking co- 
lorectal cancer to Wnt signál ing, CeU 103: 
311-320. [R| 

Cantley, L, C and B, G. Ned. 1999. New in- 
sights i nto tumo r sup press i on: PTE N s u p- 
presses tumor forma t u m by restraining 
tlie phosphoinositide 3-kínase/ÁKT path- 
way. Prac. NatL Acad . Sci. USA 96: 4240- 
4245* fRl 

Classon, M. and Ľ. Harlow. 2002, The retino 
b la s to m a t ornou r suppressor in develop 
ment and cancer. Náture Rev. Cancer 2: 
910-917, [R] 


Fearon, Ľ, R, 1997. Human cancer syndro- 
mes: Clues to the origin and náture of can¬ 
cer, Science 278: 1043-1050. [R] 

Fríend, S. H., R. Bemards, S. Rogelj, R. A. 
Weinberg, j. M. Rapaport, D. M, Albert 
and T. P. Dryja. 1986. A human DNA seg¬ 
ment vvíth properties uf the gene that pre- 
disposes to retinoblastoma and osteosar- 
coma. Náture 323: 643-646, [P] 

Harris, H. r O. J. Miller, G, Klein, P, Worst and 
T. Tachibana, 1969. Suppression of malig- 
nancy by celí ťusioa Náture 223:3ŕ>3-368. [í 1 ] 
Kinzler, K. W. and B. Vogelstein. 1996. Les- 
sons from hereditary colorectal cancer. 
CeU 87:159-170. [R] 

Knudson, A. G. 1976, M u ta t i on and cancer: 
A s ta list kal s t u d y o f retinoblastoma. Prac. 
NatL Acad. Sci. USA 68: 820-823. [P{ 

Lee, W.-H., R, Bookstein, F. Hong, I..-J. 
Young, J,-Y. Show and E, Y,-H. ľ. Lee. 
1987. Human retinoblastoma susceptihi- 
1 i ty gene: Clôn ing, Identification, and se- 
q u e n c e. Science 235: 1394-1399, |P| 
Massague, J., S. W, Ria í n and R. S. Lo. 2000. 
I'GFb signáling in growth euntro], cancer, 
and heritable disorders. CeU 103: 295-309. 
[R] 

Sherr, C. J* 1996. Cancer celí cycles, Science 
274: 1672-1677. [R] 

Taipale, j* and P. A. Beachy. 2001. The f fed- 
gehog and Wnt signál ing pathways in 
cancer. Náture 411: 349-354, [RJ 
Venkitaraman, A. R* 2002, Cancer susceptí 
bi H ty and the funetions o f BRCA1 and 
BRCA2. CeU 108: 171H82. [RJ 
Vogelstein, B,, D. Lane and A. J. Lev i ne* 
2000. Surfing the p53 network. Náture 408: 
307-310, [R| 

Yu, J., Z. Wang, K. W. Kinzler, B. Vogelstein 
and L. Zhang. 2003. P LIANA média tes the 
apoptotic response to p53 in colorectal 
cancer cells. [P] 

Aplicaciones de la hioíogía 
molecular a f a prevenciou 
i/ al ťrútamiento det c tí n cer 

Alizadeh, A, A, and 31 others. 2000, Distlnct 
ty pes of díffuse large B-cell lymphoma 
ídentifíed by gene expression profiling. 
Náture 403: 503-511. | P] 

Bal mam, A. 2002. Cancer as a complex gene- 
täc trait: Tumor susceptibility in humans 
a n d m o use m od el s. Cel J 108: 145-152. [R] 
Dancey, 1, and E. A. Sausville. 20U3. Issues 
and progress with protein kinase inhibí- 
tors for cancer treatment. Náture Rev. Drug 
Úíscovery 2: 296-313. [R] 

Degos, L., H. Dombret, C. Chomienne, M*-T* 
Daniel, J.-M. Vficlea, C. C ha sta ng, S. Cas- 
taigne and P. Fenaux, 1995. All-ínnís-reti- 
noic acid as a d ifŕerentiating agent in the 
treatment o f acute promyelocytic leuké¬ 
mia Biood 85: 2643-2653. [R] 

Downward, J, 2002. Target ing Ras signaling 
pathways in cancer therapy. Náture Rev. 
Cancer 3* 11-22, [R| 

Druker ŕ B. j. 2002. Inhibition of the Bcr-Abl 
tyrosine kinase as a therapeutic strategy 
for CM L. Oneogene 21: 8541-8546, [R] 
Hampton, G M. and H. F, Friersíin, f r, 2003. 
Ciassifying human cancer by analysis of 
gene expression. ľrends Mol. Med. 9: 5-10. 
[R] 



Capítulo 15 • Cáncer • 673 


Harries, M, and L Smith, 2002. The develop- 
ment and dinical use uf trastuzumab 
(Herceptm). Enäocrinč-Related Cancer 9:75- 
85. [R] 

Kerbel, R. and I Folkman. 2002, Clínical 
translation of angiogenesis inhĺbitors. Ná¬ 
ture Rev. Cancer 2; 727-759. [K] 

Ol i f f, A 1999. Famesyltransferase mhibi- 


tors: l argeting the moleeular basis of can¬ 
cer. Btochim. Biophi/s. Acta 1423: C19-C30. 

m 

Ferera, F. P. 1997. Environment and cancer: 
W ho are susceptible? Science 278: 1068- 
1073. [R| 

Fonder, P. 2001. Cancer genetics. NVíOŕPr 411: 
336-341. [R] 


Tlmil, M. J,, S. j. Hen] e y and C. Patrón o. 2002. 
Nonsteroídal anti-inflammatory dmgs as 
anticancer agents: Mech ani s tie. plwrna- 
cologic, and dinical issues. /. Nafi Cancer 
Inst. 94: 252-266. [R] 




Respuestas a las cuestiones 


Capítulo 1 

1. a) Usan ADN como s u materiál genéfico 

b) Están rodeados por una membráne plasmática. 

c) Emplean los mismos mecanismos básicos para la 
producción de energia. 

d) Todos utilizan ribosomas para sintetizar proteínas 
de forma simitar 

3. Ácidos nucfeicos 

5. Porque creó una unidad autocontenida capaz de 
mantener a las macromoléculas como un paquete 
que entonces podía reproducirse y evolucíonar como 
una unidad. 

7 . E! índice de refracción del aíre es 1,0; el indíce de re¬ 
fracción del aceite es aproximadamente 1,4. Puesto 
que la resolución - 0,61 A/v sen y (v es e! índice de 
refracción), observar una muestra a través del aire en 
vez de a través del aceite supone que el limite de re- 
sotución varíe de 0,2 um a 0,3 /tm* 

9. La centrífugación de velocídad separa a los orgánutos 
en base a su tamaňo y forma, mientras que la centrífu- 
gación de equilibrio los separa en base a su densidad 
(independiente de forma y tamaňo). 

11. Estas céiulas retienen su capacidad de diferenciarse 
en todos los típos celulares del adulto, por lo que ofre- 
cen el potenciál de sustituir terapéuticamente a las 
céiulas enfermas. 

Capítulo 2 

1. El agua es una molécula polar cuyos hidrógenos y 
oxígeno pueden formar puentes de hidrógeno entre 
ellos (para hacer que el agua sea iíquida a la mayoria 
de las temperaturas de la Tierra} y sirve como un 
buen disolvente para las moléculas orgánieas polares 
y para los iones ínorgánicos. El agua tambíén repele a 
las moléculas, o a sus partes apolares y las obliga a 
asociarse entre ellas para formar estructuras impor- 
tantes como la membráne celular y de los orgánutos. 

3. El glucógeno es un polímero de la glucosa conectado 
principalmente por enlaces =c(1 -*4)glicosídícos, y po- 
see ocasionalmente enlaces que producen 

ramificaciones. La celulosa es un polímero rectilíneo. 


sin ramificaciones, de enlaces /ŕ(1—>4) entre residuos 
de glucosa. 

5, Las grasas se acumulan en gotas lipídícas en las celu- 
las (especíalmente adipocitos) y son una forma eficaz 
de almacenaje de energia. Los fosfolŕpidos funcionan 
como el principál componente de las membranas ce¬ 
lulares. 

7. La glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, protina, 
císteína, metionina, fenilalaninay el triptófano. Ya que 
tienden a ser repelidos por el agua. generalmente se 
localizan en el interior de una enzima soľuble en agua, 

9. Al sustituir los valores dados en la ecuación 

[B] [C] 

AG = AG + 

[A] 

se odtiene el siguiente resultado: AG = -1,93 
kcal/mol. Por lo tanto, la reacción procederá de iz- 
quierda a derecha, lo que significa que, en la célula, A 
se convertirá en B más C. 

11. Las proteínas transportadoras deben unir cada molé¬ 
cula de soluto transportado en un sitio específíco, 
cambiar de conformación, liberarlo en el otro lado y 
volver a su configuración originál; esto lleva más tiem- 
po que pasar a través de un canai sin la unión y los 
cambios conformacionales. 

Capítulo 3 

1 * La traducción es la sintesis de proteínas a partír de un 
molde de ARN. 

3. Se aňadió polí-U en lugar de ARNm en un experimen¬ 
te de traducción in vitro , y se produjo poli-feniialanina, 
Puesto que et único nucleotido presente era el uracilo 
y otras evidencías sugerian un código de tripletes, la 
primera correspondencia fue el codón UUU para la fe- 
nllalanina. 

5. La adicíón o deleción de uno o dos nueleótídos altera- 
ría et marco de lectura de los tripletes desde ese pun- 
to en adetante, dando lugar a una secuencia de ami- 
noácidos completamente diferente, mientras que un 
cambio de tres nucleótidos aňade o elimina a un solo 
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aminoácido. Con frecuencia esío da lugar a una pro- 
terna que funciona con normalidad. 

7, Permite a la secuencia de ADN amplificarse en millo- 
nes de copias, si existen secuencias cortas en los ex- 
tremos de secuencia conocida. 

9. UGC también codifica para la cisterna, por lo que esta 
muiación no tendrá níngún efecto sobre la función del 
enzima. Stn embargo, UGA es un codón de termina- 
cion, por lo que esta mutación impedirá la actividad 
enzimática. 

11. El espemnatozoide haploide contiene una única copia 
iniciál de la secuencia de DNA. Cada ciclo de PCR 
amplifica por dos el matéria! iniciál por lo que diez 
ciclos darŕan lugar a 2 10 f aproximadamente mil co¬ 
pias. Af amplificarlo por 30 ciclos se generarían 2 30 > o 
más de mil millones de copias. 

13. Las mutaciones en los aminoácidos que nos intere- 
sen se podrán generar por mutagénesis in viíro , En- 
tonces, los efectos de estas mutaciones en la activi¬ 
dad catalitica se determinarán a partir de la expresión 
de las proteínas mutadas en bacterías o en células 
eucaríotas. 

Capítulo 4 

1, Los organismos con genomas mayores que su com- 
plejidad parecerían necesitar mayores cantídades de 
ADN no codificante entre sus genes o entre los exo- 
nes que codifica n proteínas, 

3* El spiicing alternativo permite que un solo gen codifi- 
que distintas proteínas. Esto incrementa el númerode 
proteínas distintas que un organismo puede producír 
sín aumentar el numero de genes. 

5. Un centrómero es una región del cromosoma eucarió- 
tíco que sirve como un sitio de asociación entre cro- 
mätidas hermanas y los sitios de un ión a las fibras del 
h u so d u raňte ta mitosis, 

Un cinetócoro es una estructura que se forma en el 
centrómero durante la mitosis a la que se unen los 
microtúbulos del huso, 

7, a) Para prevenir que los extremos de los cromoso- 
mas sean degradados o unídos entre sí. 
b) Para permitir la replicación completa de los extre¬ 
mos de los cromosomas, 

9. Un marco de lectura abierto es una larga secuencia 
de nucleótidos que no codifica codones de termína- 
ción (UAA, UAG Ť UGA). 

Su importancie reside en que los marcos de lectura 
abiertos son generalmente genes funcionales. 

11. La reasoctación del DNA es una reacción bimolecu- 
lar, por lo que la velocidad de la reacción es propor- 
cional al cuadrado de la concentración del DNA. Por 


lo tanto, una secuencia que aparece repetida mil ve- 
ces en el genoma se reasociará con una velocidad 
10 c veces mayor que la que aparezca una sóla vez. 

Capítulo 5 

1. Las polimerasas I y II están implicadas en ia repara- 
ción del ADN daňado. La polimerasa III es la principál 
enzima implícada en ia replicación del ADN, aunque la 
polimerasa I retira los moldes de ARN y reflena los 
huecos entre fragmentos de Okazaki en la hebra tar- 
día. 

3. La topoisomerasa I corta una hebra del ADN en doble 
hélice y le permite girar en torno al otro enlace fosfo- 
diéster para aliviar la tensión del giro. La topoisome¬ 
rasa II corta a ambas hebras del ADN en doble hélice 
y puede pasar otra molécula de ADN a través del corte 
para separar las molécuias asocíadas (p. ej., durante la 
mitosis). 

5. El genoma de los mamíferos es mil veces mayor y se 
replica más despacio, de modo que necesita más orŕge- 
nes de replicación para completarla en las počas horas 
de una fase típica de síntesis de ADN, 

7. La telomerasa es una transcriptasa í n verša que usa 
su propia secuencia interná de ARN para aňadir una 
secuencia corta complementaria de ADN en el extre- 
mo 3 dei ADN del telómero. 

9. Las roturas de doble hebra pueden repararse medián- 
te la reparación recombinatoria. La recombinacíón 
con un cromosoma homóíogo. como una cromátida 
hermana, puede permitir que la porción que falta de 
u n cromosoma se copíe desde una hebra sencilla del 
cromosoma homólogo. 

11. La elevada frecuencia del cáncer de piel se debe a las 
lesiones en el ADN causadas por ia radiación soíar 
UV, las cuales se pueden reparar por el sistema de 
reparación por escisión de nucleótidos, El que otros 
cánceres no tengan esta incidencia tan elevada su- 
giere que ešte tipo de lesión no es frecuente en los 
órganos internos, y que la mayoría de los cánceres se 
deben a otros tipos de mutaciones (p, ej M la incorpo- 
ración de bases desapareadas durante la replicación 
del ADN), 

13, Las transcriptasas inversas que serán afectadas por 
estos medicamentos serán la telomerasa y la trans¬ 
criptasa inversa codificada por las secuencias ĽINE. 
La inhibicíón de las transcriptasas inversas LINE no 
šerá tóxica para la célula, pero la inhibición de la teio- 
merasa podria interferir con la replicación de los ex¬ 
tremos de los cromosomas. 

Capítulo 6 

1. La lactosa se une a una proteína represora producida 
por ei gen ŕeimpide que el represorse una a la región 
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operadora dei operón laa Esto permíte a la ARN polí- 
merasa moverse a través del operador y leer las re- 
giones codifícadoras de proteína como un solo men- 
saje policistrónico. 

3. El gen salvaje («wild-type») se regulará de una mane- 
ra normál, pero el gen sensible a la temperatura se 
expresara de manera constitutiva. Por \o tanto, la /ŕ- 
galactosídasa se producirá a la temperatura permisí- 
va T pero no a la temperatura no permisiva. 

5. Los factores sigma se unen a secuencias que se en- 
cuentran 35 y 10 pares de bases antes del sitio de 
comienzo en la región del promotor y dirigen a la ARN 
polimerasa para que se una al promotor e inicie la 
transcripción en el sitio de comienzo. Una vez que se 
aňaden unos 10 nucleoíidos, o es retirado. 

7. La ARN polimerasa l sólo transcršbe el pre-ARNr 45S. 

9. Los enhancers p u eden actuar lejos d e la secuencia 
codificadora mientras que los promotores se encuen- 
tran cerca de la secuencia codificadora. 

La ARN polimerasa II transcribe todos los ARNm y al- 
gunos ARN nucleares pequenos. 

La ARN polimerasa ill transcribe los ARNt. 5S ARNr y 
algunos ARN pequenos. 

11. Dos domintos diferentes de unión al ADN se podrán 
untr al dominio de activación del factor medianfe spfi- 
cing alte mati vo especifico de tejido, 

13. Uno de los dos cromosomas X es inactivado tempra- 
namente durante el desarrollo de las hembras {o en 
los varones XXY). Un ARN denomínado Xiste s pro- 
ducido por el gen Xisten uno de los dos cromosomas, 
y se une a la mayaría de los genes de ese cromoso- 
ma. El ARN X/sŕ recluta proteínas que reprimen la cro- 
matina X, probabfemente metilando las histonas y de- 
sencadenando la formación de heterocromatina. 

Capítulo 7 

1. Muchos ARNt son capaces de formar enlaces de hl- 
drógeno con más de un codón porque la tercera base 
de su antícodón puede «temblar« o aparearse de for- 
mas no estándar con numerosos nucleótidos distintos 
de sus pares complementarios habituales. 

3. Se necesíta una secuencia Shine-Detgamo. 

5. La poliadenilacíón es un mecanismo importante de re- 
gulación de la traduccíón en el desarrollo temprano 
Su inhlbición bloquearía la traducción de muchos 
ARNms de oocitos tras la fecundaciôn. 

7, Las temperaturas elevadas pueden desnaturalizar las 
proteínas. Las proteínas de choque térmico son cha- 
peronas que facilitan el replegamiento de estas pro¬ 
teínas desnaturalizadas en su estado nativo, restau- 
rando asi la pérdida de función proteica. 


9. El tratamiento con fosfolipasa liberaría de la superficie 
celular una proteína unida a GPL pero no una proteí- 
na transmembrana. 

Capítulo 8 

1 h Los tránscritos eucarióticos son procesados por corte 
y empalme, y su salida del núcleo puede ser reguiada. 
Además, el acceso de los factores de transcripción a 
los genes que regufan a menudo se regula alterando 
su capacidad de transporte a través de los po ros nu¬ 
cleares. 

3. Sí, la proteína de 15 kDa, aunque no la de 100 kDa, 
puede entrar, Las proteínas de 20 kDa y menos pue- 
den pasar libremente al núcleo a través de canales 
acuosos abiertos. 

5. Un ejemplode esto es NF-kB s un reguladordel gen de 
la inmunoglobulina de la cadena k lígeraen los linfoci- 
tos B. En las células no estimuladas, \kB se une a 
NF-kB, y el complejo no puede ser internalizado en el 
núcleo. Tras la estimulación, kB es fosforílado y de- 
gradado por proteólisis mediada por la ubiquítína. 
Esto expone una sehal de localización nuclear en 
NF-kB, permitiéndole entrar en el núcleo y activar ia 
transcripción de genes diana. 

7. La ínactívación de la seňal de exportaeión nuclear re- 
sulíaría en la retención de la proteína en el núcleo. 

9. Las seňaies de localización nuclear parecen quedar- 
se en las proteínas nucleares para que puedan volver 
a internalizarse tras \a reformación de la envuelta nu- 
clear durante la tefofase de Ja mitosis. Las proteínas 
nucleares que no forman parte del aparato mitótico se 
liberan a la mezcla de citoplasma y nudeoplasma que 
resulta de la degradacíón de la envuelta nuclear. 

Capítulo 9 

1. Palade y sus colaboradores trataron a las células aci- 
nares pancreáticas con un pulso de aminoäcidos ra- 
dioactivos, que se íncorporan en las proteínas. La 
autorradiografía mostró que las proteínas marcadas 
se detectaron en prímer lugar en el RE rugoso. Tras 
una corta «persecución» de aminoácidos no radiacti- 
vos, las proteínas marcadas se movieron al aparato 
de Goígi, y tras períodos más largos T tas proteínas 
marcadas se encontraron en las vesículas secretoras 
y después en el exterior de las células. Esto demostrô 
que ta vía secretora es del RE rugoso —► aparato de 
Golgi —> vesículas secretoras —^ proteína secretada. 

3, La translocación cotraduccional implica la unión a la 
partícula de reconocimiento de la seňal y la transloca- 
ción a través del transfocón dirigido por el proceso de 
síntesis en los ribosomas. La translocación postra- 
duccional dirige a un polipéptido al RE tras la finaliza- 
ción de la síntesis y no requiere una SR P. Un comple- 
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jo Sec 62/63 reconoce a un polípéptido que debe ser 
incorporado, y lo inserta en u n translocón. El polipépti- 
do es arrastrado al lumen del RE por una chaperona 
denominada 

5, Los grupos hidrocarbonados se aňaden en el lumen 
del ER y del aparato de Golgi, que son topológica- 
mente equtvalentes aí exterior de la céiula. 

7, Inicialmente, una secuencia seňal dirige al polípéptido 
lisosómico naciente o a la proteína prelisosómica a! 
RER, entonces se ie aňade un oligosacárído medián- 
te un enlace N, Después de trasladarse al Golgi, se 
mantienen tres residuos de manosa que normalmente 
se eliminan, y se eonvierten en manosa-6-fosfato en 
un proceso en dos pasos (que tiene lugar en el cis 
Golgi). Estos residuos de manosa-6-fosfato son reco- 
nocidos y unidos por u n receptor en la red d el trans 
Golgi, que dirige su transporte a los lisosomas. 

9. En ausencia de la síntesis de manosa-6-fosfato en el 
aparato de Golgi, las proteínas lisosomales normales 
serían secretadas. 

11. Un sistema de transporte acelular fue utilizado por 
Rothman y sus colaboradores para demostrar et 
transporte vesicular de proteínas entre las cisternas 
del aparato de GolgL Atslaron aparatos de Golgi de 
una línea celufar mutante infectada con un vírus, que 
carecía de la enzima que transfería N-acetilglucosa- 
mina a glicoproteínas, y los mezclaron con vesículas 
del Golgi de células normales, no infectadas. 

Las glicoproteínas víricas se modificaban con N-acetíl- 
glucosamina en el sistema Golgi mixto, que proporcio- 
nó la evidencia de que las proteínas babían pasado de 
una vesícula Golgi a otra por transporte vesicular, 

Capítulo 10 

1. El ärea de superficie de la membrána miíocondrial in¬ 
terná es elevado debido a la formación de crestas. 
Además, e! contenido proteico de la membrána es es- 
pecialmente elevado (>70%), e incluye numerosa en- 
zímas y transportadores de electrones. 

3. Bajo estas condiciones A G es aproximada meňte 
-1,4 kcal/mol 

5. La primera seňal de internalizadón cargada positiva- 
mente desencadena la internalización en la matriz mi- 
tocondrial, donde esta preseeuencia es retirada, y la 
segunda secuencia hidrofóbica dirige al polípéptido a 
Oxal, una translocasa de la membrána mitocondria! 
interná que introduce el citocromo b 2 en el espacio in- 
termembrana. 

7. F 0 se encuentra en la membrána interná de las mito- 
condrias y en Ja membrána de! tilaeoide de los cloro- 
plastos. F t es el tallo y el engrosamiento que se ex- 
tiende desde F Li hacia la matriz mitocondria! y hacía el 


estroma de los cloroplastos. El complejo F 0 proporcío- 
na un canai a través del cual los protones pueden vol- 
ver a la matriz o al estroma. El acoplamiento mecání- 
co del tallo dirige la rotación en el interior del complejo 
F, que causa la síntesis de ATP, 

9. Se requieren dos electrones activados para rornper 
cada molécula de agua ; por lo que son necesarlos 24 
electrones activados para la síntesis de cada molécu¬ 
la de glucosa. El paso de estos electrones a través de 
los dos fotosistemas genera 12 moléculas de NADPH 
y entre 12 y 18 moléculas de ATP, dependiendo de la 
estequiometna del bombeado de protones en el com¬ 
plejo citocromo bf. Puesto que se requieren 18 molé¬ 
culas de ATP para el cicto de Calvin, la síntesis de 
glucosa puede necesitar ATPs adicíonales produci- 
dos por el flujo cíclico de electrones. 

11, Las proteínas peroxisómicas se sintetizan sobre ribo- 
somas libres en el cítosol y se dirigen a los peroxiso- 
mas mediante una secuencia de seňal Ser-Lys-Leu 
en su extremo carboxilo terminál, o una secuencia de 
nueve aminoácidos en el extremo amino terminál. Es¬ 
tas secuencias son reconocidas por receptores e in- 
ternalizadas a través de transportadores en la mem¬ 
brána sencilia del peroxisoma. 

Capítulo 11 

1. A medida que se forma el filamento de actina, todas 
las subunidades asimétrícas de actina G se aňaden 
con la mísma orientadón, y asi, los dos extremos del 
filamento son diferentes, 

3, Las cítocalasinas se unen a los extremos positivos de 
los fílamentos de actina y bloquean su elongación. 
Asi, el intercambio rotatorio de los microfilamentos 
despolimerizará. La faloidina se une a los filamentos 
de actina e inhibe su degradación. Los filamentos de- 
tendrán el intercambio rotatorio pero seguirán presen- 
tes y pueden hacerse más largos. 

5. El diagnóstico más probable es la dístrofia muscular 
de Duchenne, La causa de esta enfermedad es una 
mutación en el gen que codifica la distrofina, una pro¬ 
teína que une los filamentos de actina a la glicoproteí- 
na de la membrána plasmática celular, ja cual une a 
las células musculares a la matrl 2 extracelular. 

7. La polaridad de los filamentos de actina define !a di- 
rección del movimiento de la miosina. Si los filamentos 
de actina no fueran polares no se pôdna producir el 
movimiento unidireccional de la miosina que resulta en 
el deslizamiento de los filamentos de actina y miosina, 

9. No. Las queratinas sólo se expresan en las células 
epiteliales, 

11, Mediante la unión de los dobletes de microtúbuiosde 
los ciltos, Ja nexina convierte el deslizamiento de los 
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microtúbulos individuales en un movimiento de fle- 
xión que conduce al bateado de los cilios. Si fuera 
elíminada, los microtúbulos símplemente se desltza- 
rían unos respecto a otros. 

Capítulo 12 

I. A temperaturas eievadas T la estructura anular del co- 
lesteroí inhibe el movimiento de los fosfolípidos en la 
bicapa, reduciendo asi la fluidez de la membrána y 
aumentando la estabilidad A bajas temperaturas, la 
estructura del colesterol interfiere con las interaccio- 
nes de la cadena de los ácidos grasos y mantiene ta 
fluidez de la membrána. 

3, La presencia de porinas en la membrána plasmática 
permitirá la libre difusíón de los iones y de las moíécu- 
las pequeňas entre el citosol y el fluido extracelular 
—un desastre para la célula. 

5. En primer lugar, el glícocálix protege la superficie ce- 
lular (p. ej,, de proteasas en el tracto intestinal). En 
segundo lugar, el glicocálix está ímplicado en las ínte- 
racciones célula-céluia (p. ej., a través de la unión a 
selectinas). 

7. La pared celular vegetal ímpide la ruptura celular y 
permite que se genere una presíón de turgencia. 

9. Las bacterias gram-positivas sólo poseen una mem¬ 
brána sencifla, la membrána plasmática, rodeada por 
una gruesa pared celular de peptidoglicano. Las bac- 
terias gram-negativas poseen una membrána plas¬ 
mática, una membrána externá y una ftna pared celu- 
lar de peptidoglicano entre ambas membranas. 

II. La correcta localización de los transportadores respon- 
sables del transporte activo y de la difusión facílitada es 
necesaria para la transferencia de la giucosa desde la 
luz intestinal al torrente sanguíneo; dicha función pola- 
rizada la realizan las células epiteliales, Las uniones 
estrechas impiden la difusión de estos transportadores 
entre las dístintas zonas de la membrána plasmática, y 
sellan los espacios entre las células del epitel io, 

Capítulo 13 

1. La seňalización paracrina es cuando moléculas libe- 
radas por una célula o unas počas células afectan só¬ 
lo a las células cercanas, mientras que la seňalización 
endocrina es la liberación de hormonas por las glän- 
dulas endocrinas. Estas hormonas son transportadas 
a lo largo del cuerpo y actúan sobre cualquier célula 
díana que posee un receptor para dicha hormona. 

3. Las moléculas seňal hidrofóbicas pueden difundir a 
través de la membrána plasmática y unirse a los re¬ 
ceptore s citosólicos o nucleares, Las moléculas seňal 
hidrofílicas. al igual que las hormonas proteicas, no 


pueden difundir a través de la membráne plasmática, 
de modo que se unen a receptores de la superficie 
celular. 

5, La inhibición de la AMPc fosfodiesterasa dará lugar a 
un nivel elevado de AMPc, que estimulará la prolífera- 
cäón celular. 

7. Los monómeros de PDGF no tnducirán la dimeriza- 
ción de! receptor. Puesto que esto es el primer paso 
en la seňalización de las proteína-tirosina quinasas 
receptoras, los monómeros no šerá n capaces de acti- 
var el receptor de PDGF. 

9, El AMPc se une a las subunidades reguladoras de la 
proteína quinasa A, liberando dos subunidades catalí- 
tícas menores de la proteína quinasa A, que son ca¬ 
paces de penetrar en el núcleo a través de los poros 
nucleares. En el núcleo, PKA fosforila a CREB, que se 
une a los C R Es y activa a los genes inducibles por 
AMPc. 

11. Cuando las células mueren como resultado de una le- 
sión aguda o necrosís, se lisan y liberan su contemdo a! 
espacío extracelular. lo que causa inflamación (y pue- 
de inducir respuestas autoinmunes). Cuando mueren 
por apoptosis, sufren una šerie programada de cam- 
bios que degradan las proteínas celulares y el ADN, 
Fínalmente, la célula se degrada en una šerie de pe- 
queňos trozos envueltos en membrána que pueden 
ser fagocítados eficazmente por los macrófagos y 
otras células fagocíticas. 

Capítulo 14 

1. Las células en G Cl y G 1 poseen la misma cantidad de 
ADN (p. ej., diploide en la mayoría de las células hu- 
manas) y ambas son metabólicamente activas. Las 
células en G 0 difieren de las células en G T en que no 
proíiferan a no ser que sean estimuladas para retomar 
el cíclo celular (p. ej., por niveles etevados de un factor 
de crecimiento específico), 

3. La inhibición de los puntos de control en G, y S reduce 
la posibilidad de que el ADN daňado se replique antes 
de su reparación, lo que pôdna propagar ei error, La 
inhibición del punto de control de G P permitirá tiempo 
para que cortes del ADN u otros daňos sean repara- 
dos antes de que se produzca la mitosis, impídiendo 
que el ADN daňado pase a las células hijas. 

5. La anafase se inidará con normál idad. Si n embargo, 
MPF permanecerá activo, por lo que no se producirá 
la reconstitución de los núcleos, la descondensación 
de los cromosomas, ni la citocínesis. 

7. El MPF fosforila a varias proteínas estructurales para 
alterar dírectamente sus propiedades e iniciar la miío- 
sis. Entre ellas se encuentran las condensinas (res- 
ponsables de la condensación cromosómica), la his- 
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tona Hl, las lámínas nucleares, ía proteína GMI30 de 
la matriz del Golgi, y proteínas asociadas a los micro- 
túbulos. EL MPF también ínicia una cascada de pro¬ 
teína quinasas que desencadena la progresíón a tra- 
vés de M. 

9. Los oocitos de estos ratones no se detendrán en la 
metafase II, 

11, Una céluia madre es una eélula que se divide para 
producir células hija que pueden diferenciarse o per- 
manecer como células madre. 

Capítulo 15 

1. Un cáncer es un tumor maligno. Los tumores malig- 
nos crecen y se dividen de forma incontrolada y pue¬ 
den metastatizar o propagarse a otras partes del cuer- 
po. Los tumores benígnos muestran un crecimiento 
anómalo pero permanecen confinados a su localíza- 
ción originál. 

3, Los estrógenos actúan como promotores d e tumores 
aumentando la proíiferacíón de células que respon- 


den a estrógenos como las células mamarías y endo- 
metriales. 

5. Estos tres vírus transforman células inactivando las 
proteínas supresoras de tumores, Rb y p53, 

7, El gen gsp codifica la subunidad i. de G ÍŤ que activa la 
adenilato ciclasa. Por lo tanto, no actuarä como un orv 
cogén en aquellas células cuya proliferación se inhiba 
por AMPc. 

9. INC4 codifica el inhibidor pi6 de Cdk, que inhibe los 
complejos Cdk4/cicNna D. Dado que la fosforilacíón 
de Rb es la principál diana de Cdk4/ciclina D, ta so- 
breexpresíón de pi 6 no tendrá ningún efecto en aque¬ 
llas células en las que Rb haya sido inactivada. 

11. A pesar de que la susceptibtlidad es dominante, los 
heterocigotos poseen un gen Rb normál que produce 
suficiente proteína Rb para suprimír el crecimiento tu- 
moral. Sólo cuando se muta ese gen Rb normál (un 
suceso probable dado el elevado numero de células 
retinianas producidas d u raňte el desarrollo), se desa- 
rrollará un tumor. 
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tt-actinfna Proteína de unión a la actina que entrelaza los 
fifamentos de actina para farmár haces contráctiles. 

a hélice Estructura secundaria enrollada de u na cadena 
polipeptídica formada por uníones de hidrógeno entre 
aminoácidos separados por cuatro residuos. 

abí Protooncogén que codlflca una proteínaTirosina quinasa 
y que es actívado por la translocación cromosómica en la 
leucemia mieloide crónica. 

acetilación de histonas Modíficación de histonas por la adi- 
ción de grupos acetilo a residuos específicos de lisína. 

ácído abscŕsíco Hormona vegetal. 

äcido desoxirribonucleico (ADN) Materiál genético de la 
célula. 

ácido retinoico Molécula sehalizadora sintetizada a partir 
de la vitamina A. 

ácído ribonucleico (ARN) Polímero de ribonucleótidos, 

ácídos grasos Cadenas largas hidrocarbonadas general- 
meňte unidas a un grupo carboxílico (COO ). 

ácídos nucleicos antisentido Ácidos nucleicos (ARN o 
ADN) que son complementarios a un ARNrn de interes y 
que se emplean para bloquear la expresión génica. 

acoplamiento quimiosmótíco Generación de ATP a partir 
de la energia almacenada en un gradienle protónico a tra- 
vés de una membrána. 

actina Proteína abundantede43-kd que poltmeriza para far¬ 
már fílamentos del citoesqueleto. 

actina [F] filamentosa Monómeros de actina polimerizados 
en fílamentos. 

actina [G] globular Monómeros de actina que no han sido 
ensamblados en filamentos. 

actívadores transcrĺpcionales Factores de transoripción 
que estimulan a la misma. 

adaptína Proteína de unión a receptores de membrána que 
média en la formación de vesículas revestidas por clatrína. 

adenŕna Purina que se empareja tanto con timina como con 
uracilo, 

adenilato ciclasa Enzima que cataliza la formación de AMR 
cíciico a partir de ATP. 

adenoma Tumor benigno que aparece en el epitelio glandular. 

ADF/cofilina Família de proteínas de unión a la actina que 
desensamblan los filamentos de actina. 

adhesión focal Sltio de unión de las células a la matriz ex- 
tracelular en el que las integrinas se unen a haces de fila- 
mentos de actina. 


ADN complementario (ADNe) Molécula de ADN que es 

complementarŕa a una molécula de ARNm, sintetizada in 
vitro por la transcriptasa inversa. 

ADN glícosilasa Enzima de reparación del ADN que aorta 
la unión de una purina o pírimidtna a la desoxirribosa del 
esqueleto de una molécula de ADN. 

ADN ligasa Enzima que sella roturas en las hebras de ADN, 
ADN polimerasa Enzima que cataliza la síntesis de ADN. 
ADN satéfite ADN de secuencia sencilla repetitiva con una 
gran densidad que difíere de la mayon'a del ADN genómico. 
Akt Proteína-serina/treonina quinasa que se activa por PIP 3 
y que desempeňa un papel dave en Ja seňalización de la 
supervivencia celular. 
aleío Copia de un gen. 

almidón Polimero de restos de glucosa que es la principál 
reserva de carbohidratos en las plantas, 
amilopíasto Plástido que almacena almidón. 
aminoácido Bloques de construcción monomérícos de las 
proteínas que constan de un átomo de carbono unido a un 
grupo carboxílico, a un grupo amino, a un átomo de hidró¬ 
geno, y a una cadena lateral específica. 
aminoacil ARNt síntetasa Enzima que une un aminoácido 
específico a una molécula de ARNt que parta la secuencia 
correcta anticodón. 

AMPc fosfodiesterasa Enzima que degrada el AMR cíciico. 
AMP cíciico (AMPc) Adenosina monofosfato en la que el 
grupo fosfato está unido con enlace covalente a los áto- 
mos de carbono 3* y 5\ formando una estructura cíclica; 
importante segundo mensajero en la respuesta de las cé¬ 
lulas a una variedad de hormonas. 
amplificación génica Aumento en el núnnero de copias de 
u n gen como resultado de una replieacion repetida de una 
región de ADN. 

anafase Fase de la mitosis durante la cual Jas cromátidas 
hermanas se separan y migran a polos opuestos del huso. 
anafase A Movimiento de los cromosomas hijos hacia los 
polos del huso durante la mitosis. 
anafase B Separación de los polos del huso durante la mito¬ 
sis. 

anciaje de glicosilfosfatidilinosítol (GPI) Glicolípidos que 
contienen fosfatidilinositoí y que anclan proteínas a la čara 
externá de la membrána plasmática. 
anlipática Molécula que posee tanto regiones hidrofílicas 
como hidrofóbicas, 

angiogénesis Formación de nuevos vasos sanguíneos. 
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anillo contráctil Estructura de actina y míosína II que se 
forma por debajo de la membrána plasmátlca durante la 
mitosis y média la citocinesis. 

anquírina Proteína que une espectrina y coneota el cítoes- 
queleto de actina con la membrána plasmática, 
anticodón Secuencia nudeotídica de! ARN de transferencia 
que forma par es de bases complementarios con u na se¬ 
cuencia codón del ARN mensajoro. 
anticuerpo Proteína producida por los linfocitos B que se 
une a una molécula no propia. 
anticuerpo monoclonal Anticuerpo produddo por una lí- 
nea clonal de linfocitos B. 

antigéne Molécula contra la que se dirige el anticuerpo, 
antiporte Transporte de dos moléculas en dírecciones 
opuestas a través de la membrána, 
aparato de Golgi Orgánulo citoplasmático implieado en el 
procesamiento y clasificación de proteínas y lípidos En 
células vegetales, es también el lugar de síntesis de los 
polisacáridos de la pared celular, 
apoptosis Proceso activo de muerte celular programada, 
caracterizado por la rotura de! ADN cromosómico, la con- 
densación de la cromatina, y la fragmentacíón tanto del 
núcfeo como de la célula. 

apoptosoma Complejo proteico en el que se activa la cas- 
pasa-9 para iniciar la apoptosis tras la liberación del cito- 
cromo c de las mitocondrias. 

Arabidopsis thaľtana Planta pequena, con floración, cm- 
pleada como modelo en biología molecular vegetal y en 
biológia del desarrollo vegetal. 

ARN pequenos nucleares (ARNsn) ARN nucleares que 
varían en tamaňo desde las 50 a las 200 bases. 

ARN pequenos nueleolares {ARNsno) ARN pequenos 
presentes en el nueléolo que funcionan en el procesa¬ 
miento de pre-ARNr. 

ARNsrp Componente citoplásmico pequeno de ARN de la 
SRP. 

arqueobacteria U no de los dos grupos principál es de pro- 
cariotas; muchas especies de arqueobacterias viven en 
condiciones extremas similares a aquellas que existían en 
los orígenes de la tierra. 

ARF Proteína de fijación del GTP necesaria para la gema- 
ción de vesícuías desde la red del ŕrans-Golgi 
ARN de transferencia (ARNt) Moléculas de ARN que ac- 
túan como adaptadores entre los aminoácidos y el ARNm 
durante la síntesis proteiea. 

ARN mensajero (ARNm) Molécula de ARN que sirve como 
molde para la síntesis proteica, 

ARN pol i mera sa Enzima que cataliza la síntesis del ARN. 
ARN ribosomal (ARN r) ARN componente de los ribosomas, 
ATP (adenosina S'-trifosfato) Nucleósido trifosfaío com- 
puesto por adenina que sirve de almacén de energia libre 
en la célula 

ATP sinteiasa Complejo proteico asociado a la membrána 
que acopla el transporte de protones, energéticamente ta- 
vorable, a través de una membrána, a la síntesis de ATP. 
ATPasa Na + -K + Véase bomba Na'-K\ 


autofagosoma Vesícula que contiene orgánulos internos 
encerrados por fragmentos de la membrána del retículo 
endoplásmico que se fusiona con los lisosomas, 
autofosforilación Una reacción en la que una proteína quP 
naša cataliza su propia íosforilación, 
autofagia Degradacíón de proteínas citoplasmátícas y orgá¬ 
nu los al ser englobadas en vesículas del retículo endo- 
plasmático que se fusionan con lisosomas. 
autorradiografía Detección de moléculas mareadas radioi- 
sotópicamente por exposición a una película de rayos X. 
auxina Hormona vegetal que Controls muchos aspectos del 
desarrollo de la planta. 

axonema Estructura fundamental de cilios y flagelos com- 
puesta por un par centrál de microtúbulos rodeado por 
nueve dobletes de microtúbulos. 

bacteriofago Vi m s bacteriano. 

baculovirus Vírus empleado frecuentemente como vector 
de expresíón para la produccion de proteínas eucanóticas 
en céíutas de insecto. 

barri I-// Dom in io transme mbrana f omnado por el plegamien- 
to de Jáminas en una estructura con forma de barril. 
Bcl-2 Míembro de la família de proteínas que regulan la 
muerte celular programada, 

bibiioteca de ADNc Colección de dones recombinantes de 
ADNc. 

bibiioteca de ADN recombinante Colección de dones de 
ADNc o genómíco. 

bibiioteca genómica Colección de dones de ADN recombi¬ 
nante que, de forma colectiva, contienen ei genoma de un 
organismo, 

bicapa fosfolipídica Estructura básica de las membranas 
bíológicas, donde las colas hidrofóbicas de los fosfolípídos 
están inmersas en el interior de la membrána, y sus gru¬ 
pos polares se exponen a la solución acuosa a ambos la- 
dos de dieha membrána. 

bioinformática Uso de métodos computacionales para ana- 
lizar grandes cantidades de datos biológícos, como las se- 
cuencias genómicas. 

bomba de Na + -K + Bomba iónica que transporta Na fuera de 
la célula y dentro de Ja célula, 
bomba iónica Proteína que acopla la hidrólisis de ATP al 
transporte de iones a través de una membrána, 
borde en cepillo Superficie de una célula (p. ej., una célula 
epitelial del intestino) que contiene una capa de microve- 
llosidades, 

brasinosteroíde Hormona esteroídica de plantas. 

cadena de transporte electrónico Šerie de transportado- 
res mediante los cuales los eleetrones se transportan des¬ 
de un estado de energia superior a uno inferior. 

cadherinas Grupo de moléculas de adbesión celular que 
forman uniones estables célula-célula en las uniones ad- 
herentes y en los desmosomas. 

Caenorhabditis elegán s N e m á to do e m p I e ad o co m o m ode - 
Io plurícelular sencillo en biología de! desarrollo. 
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caja TATA Secuencia reguladora de ADN encontrada en los 
promotores de muchos genes euearióticos transcritos por 
la ARN polimerasa II. 

callo Masa indiferenciada de células vegetales en cultivo. 
CaM quinasa Miembro de una família de proteína quinasas 
que se activan por la uníón de Ca 2 Vcalmodulina, 
canal íónico Proteína que interviene en el tránsito räpido de 
iones a través de una membrána, mediante la formacäón 
de poros abiertos a través de la bicapa fosfolipídiea, 

canales activados por ligando Canales iónicos que se 
abren en respuesta a la uníón de moléculas seňalizadoras. 

canales activados por voltaje Canales iónicos que se 
abren en respuesta a variaciones en el potenciál eléctrico, 

calmodulma Proteína de fijación del calcio. 

cáncer Tumor maligno. 

caperuza de 5 1 metilguanosma Estructura constituida por 
GTP y azúcares metilados que se aňade al extremos 5’ de 
los A R Nm de los eucariotas. 

carbohidrato Molécula de formula (CH n O) n , Los carbohidr- 
t os incluyen, tanto azúcares simples, como polisacáridos. 

carcinógeno Agente ínductor de cáncer 
carcinoma Cáncer de células epiteliafes. 
cardíolipina Fosfolípído que contiene cuatro cadenas hidro- 
carbonadas. 

canoferina Receptor de transporte nuclear. 
caspasas Família de proíeasas que ocasionan la muerte ce- 
lular programada. 

catalasa Enzima que descompone peróxido de hidrógeno. 
caveolas Pequeňas invaginaciones de la membrána plas- 
mática que pueden estar implicadas en la endocitosis. 
Cdc2 Proteína-serina/treonína quinasa, que es un regulador 
clave de la mitosis en ías células eucaríotas. 

Cdc42 Miembro de Ja subfamilia Rho de proteínas de unäón 
al GTP de bajo peso molecular. 

Cdks Proteína quinasas ciclina dependientes que controlan 
el ciclo celular de las eucariotas. Véase también Cdc2. 
célula madre Célula que se divide para dar lugar a células 
hijas que pueden diferenciarse o permanecer como célu¬ 
las madre. 

célula parenqmmática Clase de célula vegetal responsa- 
ble de la mayoría de las actividades metabólicas, 

células de esclerénquima Células vegetales caracteriza- 
das por gruesas paredes celulares que propordonan apo- 
yo estructural a la planta. 

células madre embrionarias (ES) Células cultivadas a par- 
tir de embriones tempranos, 

células epidérmicas Células que forman una capa protec- 
tora en las superficies de plantas y animales. 
células epiteliales Células formadoras de láminas (tejido 
epitelial) que recubren la superficie del cuerpo y delimitan 
los órganos internos. 

células eucariotas Células que presentan una envoltura 
nuclear, orgánulos citoplasmáticos y un cítoesqueleto. 


células procariotas Células que carecen de envuelta nu¬ 
clear, de orgánulos citoplasmáticos y de citoesqueleto 
(fundamentalmeňte bacterias). 
celulosa Principal componente estructural de la pared celu- 
lar vegetal. polímero lineal de restos de glucosa unidos 
mediante enlaces glloosídicos jí{ 1 ->4). 
celulosa sintasa Enzima que cataliza la síntesls de celulosa, 
centrifugaeión de velocidad Separación de partículas ba- 
sadas en sus tasas de sedimentación. 
centrifugaeión diferenciál Método empleado para separar 
los componentes de las células en base a su tamaŕio y 
densidad. 

centrifugaeión por equilibrío Separación de partículas en 
función de la densidad, mediante centrifugaeión, hasta el 
equilibrío en un gradiente de una sustancla densa. 
centrifugaeión por gradiente de densidad Método de se¬ 
paración de partículas por centrifugaeión a través de gra¬ 
diente de una sustancia densa, como sacarosa o cloruro 
de cesio, 

centriolo Estructura cilindrica consistente en nueve tnpletes 
de microtúbulos en los centrosomas de la mayorŕa de las 
células anímales. 

centro activo Región de una enzima que une sustratos y 
cataliza una reacción enzimática. 
centro de organización de microtúbulos Punto de anclaje 
cerca del centro de la célula desde donde la mayoría de 
los microtúbulos se extienden hada fuera. 
centrómero Región del cromosoma especializada que co- 
necta las cromátidas hermanas y las f i ja al huso mitótico. 
centrosoma Centro de organización microtubular en células 
animales. 

chaperona Proteína que faciläta el correcto pliegue o en- 
sambíaje de otras proteínas. 

chaperonina Família de proteínas de choque térmico den- 
tro de las cuaies se produce el pliegue proteico. 

cianobacteria Procariotas mayores y más complejos en los 
cuaies se cree que evolucionó la fotosíntesis. 
ciclinas Família de proteínas que regulan la activídad de 
Cdks y controlan la progreslón a través del ciclo celular, 
ciclinas G 1 (Clns) Cíclínas de levaduras que controlan el 
paso a través de ŠTART. 

ciclo de Calvin Šerie de reacciones mediante las cuaies 
seis moléculas de C0 2 se transforman en glucosa. 
ciclo del glioxilato Conversión de ácidos grasos a carbohi- 
dratos en vegetales. 

ciclo de Krebs Ver ciclo de ácido cítrico. 
ciclo del ácido cítrico Šerie de reacciones en Jas cuaies el 
aoetil CoA se oxída a CO ? . Ruta centrál del metabolismo 
oxidativo. 

cilio Proyección de la membrána plasmática, constituida por 
microtúbulos, que mueve a la célula a través de fluidos o 
al fluido sobre la célula. 

cinetocoro Estructura especializada constituida por proteí- 
nas sujetas a un centrómero y que interviene en la fijación 
y movimíenfo de los cromosomas a lo largo del huso mitó¬ 
tico. 
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cinturón de adhesión Estructura con forma de cinturón en 
torno a las células epiteliales, en las que un haz contráctil 
de filamentos de actina está asociado a ta membrána 
plasmática. 

citocalasina Färmaco que bloquea la elongación de los fila- 
mentos de actina. 

citocromo c Una proteína periférica de la membrána mito- 
condrial que transporta electrones durante la fosforilación 
oxidativa. 

citocromo oxidasa Complejo proteico de la cadena de 
transporte eJectrónico que acepta electrones desde el ci- 

tocromo c y los transfiere al 0 2 . 

citómetro de flujo Instrumento que mide la intensidad de la 
fluorescencia de céiuias indíviduales. 
citoquinas Factores de crecimiento que regulan a las célu¬ 
las sanguíneas y linfocitos. 

citoquinina Hormona vegetal que regula la di Vision celular. 
citocínesis División de una célula tras la mitosis o meiosis. 
citosina Pirimidina que se empareja con guanina. 

citoesqueleto Red de filamentos proteicos que se extiende 
a través del citoplasma de las células eucaríotas. Propor- 
clona eí armazón estruetural de la célula y es responsable 
de los movimientos celulares. 

clatrina Proteína que reviste la superticíe citoplasmática de 
las mombranas celulares, se ensambla en celosías en for¬ 
ma de cesta y dirige la formación de vesículas, 
cton molecular Véase molécuía recombänante. 
clonación molecular Inserción de un fragmento de ADN de 
interés en una molácula de ADN (vector) que es capaz de 
replicación independiente en una célula huésped. 
clonación reproductiva Empleo de la transferencia nuclear 
para crear un organismo clonado. 
clonación terapéutica Procedimiento en el que la transfe¬ 
rencia nuclear en oocitos podría utilizarse para producir 
células madre embrionarías para su uso en la terapia de 
trasplante. 

clorofila Pigmento fotosintético principál de células vege- 
tales. 

cloroplasto Orgánulo responsable de la fotosíntesis en las 
células de plantas y algas verdes. 
c-myc Protooncogén que codifica un factor de transcripción 
y frecuentemente es activado por la translocación cromo- 
sómica o la amplificación génica en tumores humanos. 
código de histonas Combinaciones de modifícaciones es- 
pecíficas de las histonas que se cree que regulan la activi- 
dad transcrĺpcional de la cromatina 
código genético Correspondencia entre tripíetes de nu- 
cieótidos y aminoácidos en las proteínas. 
codón Unidad básíca del código genético; uno de los 64 tri- 
pletes de nucleótidos que codifican un aminoécido o una 
secuencia de termínación. 

coenzima A (CoA) Coenzima que actúa como transporta- 
dor de grupos acetilo en reacciones metabólicas. 
coenzima Q Pequeňa molácula liposoluble que transporta 
electrones entre complejos proteicos en la cadena de 
transporte electrónico mitocondrial 


coenzimas Moléculas orgánicas de bajo peso molecular 
que trabajan junto con las enzimas para catalizar reaccio¬ 
nes biológicas. 

eohesinas Complejo de proteínas que mantienen la cone- 
xión entre cromátidas hermanas. 
cola de poli-A Extensión de aproximadamente 200 nucleó¬ 
tidos de adenina que se aňade a los extremos 3' de los 
ARNms eucaríotas. 

colágeno Principal proteína estruetural de la matriz extrace- 

lular 

colcemida Fármaco que inhibe la polimerización de micro- 
túbulos. 

colchicina Fármaco que inhibe la polimerización de miero- 
túbulos, 

colénquima Células vegetales caracterizadas por gruesas 
paredes celulares; proporcionan apoyo estruetural a la 
planta. 

colesteroi Lípido constituido por cuatro anillos hidrocarbo- 
nados, El colesterol es el principál constituyente de las 
membranas plasmáticas de células animales y es el pre- 
eursor de hormonas esteroideas. 
complejo ARP 2/3 Complejo proteico que se une a los fila¬ 
mentos de actina e i ničia la formación de ramifícaciones. 
complejo de unión Región de contacto célula-célula que 
contíene una unión estrecha, una unión adherente y un 
desmosoma. 

complejo del citocromo bf Complejo proteico de la mem¬ 
bráne del tilacoide que transporta electrones durante la fo- 
tosŕntesis. 

complejo del origen de replicación (ORC) Complejo pro¬ 
teico que inicia la replicación del ADN en los puntos de 
origen en levaduras. 

complejo del poro nuclear Gran estructura que forma un 
canal de transporte a través de la envuelta nuclear. 
complejo promotor de la anafase Ubiquitina ligasa que de- 
seneadena la progresión de la metafase a la anafase me- 
diante la seňalización de la degradación de ciclina B y co¬ 
hesinas. 

complejo sinaptonémico Estructura proteica en forma de 
cremallera que se forma a to largo de los cromosomas ho- 
mólogos emparejados durante la meiosis. 
complejo Tie Complejo de translocación proteica de la 
membrána interná det cloroplasto. 
complejo Tim Complejo de translocación proteica de la 
membrána mitocondrial interná, 
complejo Toc Complejo de transtocación proteica de ia 
membrána externá del cloroplasto. 
complejo Tom Complejo de translocación proteica de la 
membráne mitocondrial externá, 
conexina Miembro de la família de proteínas transmembra- 
na que forma las uniones de tipo gap. 
corrección de pruebas Retirada selectiva de bases mal 
apareadas por parte de la ADN polimerasa* 
correpresor Proteína que se asocia con represores para in- 
hibir la expresión génica, a menudo modificando la estruc¬ 
tura de ta cromatina. 
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córtex celular Red de actina sufayacente a la membrána 
plasmática. 

corticoesteroides Hormonas esteroideas producidas por la 
glándula adrenal. 

cósmido Vector que contiene secuencias del bacterŕófago 
x, secuencias de resistencia a antibióticos, y un orígen de 
repJIcadón. Puede acomodar grandes insertos de ADN de 
íncfuso 45 kb. 

CREB Proteína de unión al elemente de respuesta al AMR 
ciclíco. Un factor de transcripdón que se activa por acción 
de la proteína quinasa dependiente de AMPc. 

eremallera de leucina Dominio de dimerizactón proteico 
que contiene restos repetidos de leucina; se encuentra en 
muchos facto res de transcrĺpción. 

cresta Pliegue en la membrána mitocondríal interná que se 
extíende dentro de la matriz, 

eriofractura Método de microscopľa electrónica que consis- 
te en que las rnuestras se congelan en nitrógeno líquido 
y después se fracturan para escindir Ja bicapa ílpídŕca, 
mostrando asi las caras internas de Jas membranas cele¬ 
la res. 

cristalografŕa de rayos X Método en ei que e! patrón 

de difracción de rayos X es utifizado para determinar la 
organización de los átomos tndividuales dentro de una 
molécula. 

cromatina Comptejo fibroso de ADN eucariota y proleínas 
histonas. Véase histonas, nudeosorm y cromatosoma. 

cromatografía de afinidad de ADN Método empleado para 
aislar protemas de unión al ADN basado en su unión a 
secuencias específicas de ADN. 

cromatosoma Subunidad de cromatina que consta de 166 
pares de bases de ADN enrolladas alrededor de un núcleo 
de histona y mantenídas en su posición por un conector a 
la histona. 

cromoplasto Plástido que contiene earotenoides. 

cromosoma artľficial bacteriano (BAC) Tipo de vector em¬ 
pleado en la clonación de fragmentos grandes de ADN on 
bacterias. 

cromosoma artificial de levadura (YAC) Vector que puede 
ser replicado como un cromosoma en células de levadura 
y que puede acomodar inserctones muy grandes de ADN 
(de cientos de kb). 

cromosoma artificial PI (PAC) Vector empieado para la 
clonación de fragmentos grandes de ADN en E. coíi. 

cromosoma politénico Cromosoma gigante encontrado en 
aigunos tejidos de Drosophifa que surge de la replicadón 
repetída de hebras de ADN que no se separan entre sí. 

cromosomas Estructuras portadoras de los genes. consis- 
tentes en moiáculas largas de ADN y proteínasasociadas. 

cuerpo basaf Estructura similar a un centríolo que inicia el 
crecimiento de los mlcrotúbulos axonémicos y ancla Jos 
ciJios y flagelos a la superficie de la célula. 

cuerpo polar Célula pequeňa formada por la dŕvislón celular 
asimétrica que sigue a la meiosis de los oocitos. 

cultivos primarios Cultivos celulares establecidos a partir 
de un tejido. 


decaimiento mediado por ARNm sin sentido Degrada- 
ción de ARNm que carecen de marcos de Jectura abiertos 
completos. 

desmi na Una proteína de los filamentos íntermedios expre- 
sada en células musculares. 

desmosoma Región de contacto entre células epitefiales en 
la cual los filamentos de queratina se ancian a la membrá¬ 
na plasmática, Ver también hemidesmosoma, 
2 , -desoxirribosa Azúcar de cinco átomos de carbono que 
se encuentra en el ADN. 

diacilglicerol Mensajero secundario formado por la hidróli- 
sis de PÍP S , que activa la proteína quinasa C. 
diacínesis Estadio final de la profase de la meiosis t durante 
la cual los cromosomas se condensan por completo y la 
célula progresa a metafase. 

Dictyosteíium discoideum Eucariota unicelular empleado 
para estudios de movimiento celular y seňalización célula- 
célula. 

didesoxínucleótidos Nucleótidos que carecen del grupo hi- 
droxílo en 3’ y que se empJean como nucleótidos termlna- 
dores de cadena en la secuenciación de ADN. 
difusíón facilrtada Transporte de moiáculas a través de una 
membrána mediante proteínas transportadoras o de canal. 
difusíón pasíva Difusíón de pequeňas moiáculas hidrofóbi- 
cas a través de una bicapa fosfolipídica. 
dímero de pirimidina Forma común de lesión en el ADN 
causada por fa luz UV donde las pirimidinas adyacentes 
se unen para formar un dímero. 

dineŕna Proteína motora que migra a ío largo de Jos microtu- 
bulos hacia el extremo negatívo. 

dineína axonémica Tipo de dineŕna que se encuentra en 
cilios y flagelos. 

díneína citoplásmica Forma de la dineína que se asocia 
con los mlcrotúbulos en el citoplasma. 

dípioide Organismo o célula que porta dos copias de cada 
cromosoma. 

diploteno Estadio de la meiosis I donde los cromosomas 
homólogos se separan fongitudinalmente pero permane- 
cen asociados en el quiasma. 

distrofina Proteína cJtoesquelética de Jas céluías muscuía“ 

res. 

dogma centra! Concepto de que la información genética flu- 
ye de ADN a ARN y a proteínas. 

dolicol fosfato Molécula lípídica del retŕculo endoplasmátb 
co sobre ia que se unen los oligosacáridos para la glicosi- 
lación de ías proteínas. 

dominante Alelo que determina eJ fenoítpo de un organismo 
cuando más de un alelo está presente. 

dominio apícal Superficie libre expuesta de una célula epi- 
telial polarizada. 

dominio basolateral Región superfidal de una célula epite- 
líal polarizada que está en contacto con células adyacen¬ 
tes o con la matriz extracelular. 
dominio de dedo de zinc Tipo de dominio de unión de ADN 
constituido por bucles que contienen restos de cisterna e 
histidina, a los que se unen iones de zinc. 
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dominio PTB Dominio proteico que se une a los péptidos 
que contienen fosfoíirostnas. 

dominio SH2 Dominio proteico de aproximadamente 100 
aminoáddos que se une a péptidos que contienen fosfoti- 
rosina. 

dominios Regíones cormpactas y globulares de ias proteínas 
que son Ias unidades básicas de la estructura terciaria. 

Drosophita melanogaster Especie de mosca de la fruta co* 
múnmente empleada para estudios de genétíca y desarro- 
llo ani mal, 

E2F Família de factores de transcripción que regulan la ex- 
presión de genes impíicados en la progresión del ciclo ce- 
lular y la repJicación del ADN, 

ecdisona Hormona esteroidea de insectos que desencade- 
na fa metamorfosis. 

ectodermo Capa externá germinai; da lugar a tejidos que 
incíuyen la piel y el sistema nervioso. 

ecuación de Nernst Relacíón entre concenlraciún iónica y 
potenciál de membrána. 

edición de ARN Procesos de tratamiento del ARN distintos 
del splicing que alteran Ias secuencias de los ARMm que 
codifican proteínas. 

eicosanoide Clase de líptdos, incluyendo prostagiandinas, 
prostaciclinas, tromboxanos, y leucotrienos, que actúan 
en seňalizacion autocrina y paracrina, 

elaioplastos Plásticos que almacenan lípidos. 

elastina Componente principál de Ias fibras elástícas. 

electroforesis en gel Método en el que se separan molécu- 
las en base a su migración en un campo eléctrico. 

electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida Método co- 
múnmente usado para la separación de proteínas por 
electroforesis en gel en función de su tamaňo. 

electroporación Introducción de ADN en células mediante 
su exposición a un breve pulso eléctrico. 

elemento de control que actúa en cis Secuencia de ADN 
reguladorquesírvede sitiode uniónde proteínas y contro- 
la la transcripción de los genes adyacentes. 

etemento de respuesta al AMPc {CRE) Secuencia regula- 
dora que média la respuesta transcrĺpcional de los genes 
diana aľ AMPc. 

elemento de respuesta al suero (SRE) Secuencia regula- 
dora que es reconocida por el factor de respuesta al suero 
y que média la Inducción transcrĺpcional de díversos ge¬ 
nes inmediato-tempranos en respuesta a la estimulación 
por factores de crecimiento. 

etemento semejante a un retrovírus Retrotransposón que 
es estructuralmente similara un retrovírus. 

elemento transponible Véase transposón. 

Elk-1 Factor de transcripción que es activado por la fosforila- 
dón de ERK e induce la expresión de genes inmediatos- 
tempranos. 


encaje inducido Modefo de acetón enzimática en el que Ias 
configuraciones tanto de la enzima como del sustrato se 
modifican por la unión del sustrato. 

eneefafina Neuropáptido que actúa como un analgésico na- 
tural. 

endocitosis Entrada de matéria! extracelular en vesículas 
formadas a partir de la membrána plasmática. 

endocitosis en fase fluida Entrada no selectiva de ffuidos 
extraceiulares durante la endocitosis. 

endocitosis mediada por receptor Entrada selectiva de 
macromoléculas que se unen a receptores de la superficie 
celular t que se concentran en depresiones revestldas por 
clatrina, 

endodermo Capa interná germinai; da lugar a ios órganos 
i n tern os. 

endonucleasa AP Enzima de reparación del ADN que corta 
en puntos próximos a sitíos apinmidínieos o apurŕnicos en 
el ADN. 

endonucleasa de restricción Enzima que corta el ADN en 
una secuencia específica. 

endorfina Neuropeptído que actúa como un analgésico na¬ 
turel. 

endosoma Compartimento vesícular ämplieado en la clasífi- 
cación y transporte a los lisosomas de! materiál tornádo 
por endocitosis. 

endosimbiosis Relacíón simbiótica en donde una célula re~ 
side en el interior de una célula mayor. 

energia de activación Energia requerida para elevar una 
molécufa a su estado de transición para llevar a cabo una 
reaccíón química. 

energia libre de Gibbs (G) Función termodinámica que 
combina los efecfos de la entalpía y la entropia para pre* 
decir la direeción energéticamente favorable de una reac- 
ción química. 

enfermedades del almacenamiento de los lisosomas Fa¬ 
mília de enfermedades caracterízadas por ia acumulación 
de materiál sin degradar en los lisosomas de los indivi- 
duos afectados, 

enlace fosfodiéster Enlace entre el fosfato 5 f de un nucleó- 
tido y el hidroxilo 3' de otro, 

enlace glicosídico Enlace formado entre restos de azúcar 
en oligosacáridos o polisacáridos. 

enlace peptídico Enlace que une aminoácidos en las cade- 
nas polipeptídícas. 

enlaces de alta energia Enlaces químicos que liberan una 
gran cantidad de energia libre cuando se hidrolizan. 

ensayo de desplazamiento de la movilidad electroforéti- 

ca Ensayo para la unión de una proteína a una secuencia 
específica de ADN. 

entactine Proteína de fa matriz extracelular que interaccio- 
na eon ias lamininas y con el colágeno de tipo IV en la 
lámina basa!. 

en voltu ra nucfear Barrera que separa el núcíeo del cito- 
plasma, compuesta de una membrána interná y otra ex¬ 
terná, una lámina nucíear y complejos de poro nuclear. 
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enzimas Proteínas o ARNs que catalizan reacciones bioló- 
gícas. 

Erb A Protooncogén que codífica un receptor de la hormona 
tirotdea. 

erbB-2 Protooncogén que codifica un receptor proteína tiro- 
sina-quinasa que frecuentemente está amplifícado en los 
carcinomas mamario y ovárico. 
eritrocitos GlóbuJos rojos sanguíneos. 

ERK Miembro de la família de las qumasas MAP que juega 
un papel centra! en la proliferación celular inducida por 
factores de crecimiento. 

Escherichia coli ( E , cofi) Especie de bacterias que ha sido 
ampliamente utilizada como sistema modelo para la bioló¬ 
gia molecular. 

escinucľeasa Complejo proteíco que escinde el ADN daňa- 
do duraňte la reparacion por escisión de nucleótidos en 
bacterias, 

esfingomielina Fosfolípido constituldo por dos cadenas hí- 
drocarbonadas unidas a una cabeza polar que contiene 
serina, 

espectrina Una de las principál es proteínas de fijacíón de la 
actina del córtex celular. 

esplíceosomas Complejos grandes de ARNsn y proteínas 
que catalizan el spticing de pre-ARNm. 
estado de transicíón Estado energético elevado a través del 
cual deben pas ar los sustratos du raňte el curso de una 
reacción enzímática. 

ésteres de forboI Clase de promotores de tumores que esti- 
mulan a la proteína quinasa C al actuar como análogos del 
diacilglicerol. 

estereoeilio Microveflosidad especializada de las celu las 
auditívas. 

estimulación autocrina del crecimiento Estimulación de 
la proliferación celular como resuítado de la producción de 
un factor de crecimiento por parte de una célula que res- 
ponde a dicho factor. 

estrógeno Hormona esteroidea producida por los ovarios. 
estroma Compartlmento de los cloroplastos que se encuen- 
tra entre la envuelta y la membrána tilacoidea. 
etíleno Hormona vegetal responsable de la maduración de 
la fruta. 

etioplasto stadio intermedio del desarrollo del cloroplasto 
en el que la clorofila no se ha sintetízado. 
estructura cuaternaria Interacciones entre cadenas poli- 
peptídicas en las proteínas que están constituidas por 
más de un polipéptido. 

estructura primaria Secuencia de aminoácidos en una ca- 
dena polipeptídica. 

estructura secundaria Disposlción regularde los aminoáci- 
dos dentro de regiones localizadas de una cadena poli¬ 
peptídica. Ver 2 -hélice y lámina /i 
estructura terciaria Pliegue tridimensional de una cadena 
polipeptídica que confiere a la proteína su forma funcional. 
eubacterias Uno de los dos grupos principales de procario- 
tas r incluyendo las especies más čomu nes de bacterias. 


eucromatina Gromatína interfásica descondensada y trans- 
cripclonalmente activa. 

exón Segmento de un gen que contiene una secuencia codí- 
íicante. 

exonucleasa Enzima que hidroliza moléculas de ADN tanto 
en dirección 5 1 a 3" como 3 ! a 5'. 
exportina Receptor proteico que reconoce seňales de ex- 
portación nuclear y dirige el transporte desde el núcleo al 
citosol. 

expresidn transiforia Expresión de ADN plasmídico no in- 
tegrado que se ha introducido en células cultivadas. 

FAK (quinasa de adhesión focal) Proteína-tirosina quina¬ 
sa no receptora que desempeňa un papel clave en la se- 
ňalización de las integrinas. 

factor citostático (CSF) Factor cítoplásmieo que detiene la 
meiosis del oocito en la metafase ÍL 
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) 

Factor de crecimiento liberado desde las plaquetas en la 
coagulación sanguínea para estimular la proliferación de 
los fibroblastos. 

factor de crecimiento epidérmico (EGF) Factor de cremi- 
miento que estimula la proliferación celular. 
factor de crecimiento transformante /i (TGF-// ) Factor de 
crecimiento polipeptídlco que generalmente inhĺbe la proli¬ 
feración de las células animales. 
factor de elongación Proteína implicada en la fase de elon- 
gación de la transcripción o traduccíóm 
factor de liberación Proteína que reconoce a los codones 
de terminación y finaliza la traducclón del ARNm. 
factor de necrosis tumoral (INF) Factor de crecimiento 
polipeptídico que induce a la muerte celular programada. 
factor de respuesta al suero (SRF) Factor de transcripción 
que se u ne al elemento de respuesta al suero. 
factor de transcripción Proteína que regula la actividad de 
la ARN polimerasa. 

factor promotor de maduración (MPF) Complejo de Cdc2 
y clcfina B que promueve la entrada en la fase M Ť tanto de 
la mitosis como de la meiosis. 
factores asociados a TBP (TAFs) Polipéptidos asociados 
con TBP en el factor de transcripción generál TFIID. 
factores de crecimiento Polipéptidos que controlan el cre¬ 
cimiento de la célula animal y su diferenciación. 
factores de crecimiento anclados a la membrána Facto¬ 
res de crecimiento asociados a la membrána plasmática 
que actúan como moléculas de seňalización durante el 
contacto oélula-célula. 

factores de crecimiento neuronales (NGF) Factor de cre¬ 
cimiento polipeptídico que regula el desarrollo y supervi- 
vencia de las neuronas, 

factores de remodelación del nucleosoma Proteínas que 
alteran ia estructura de la cromatina, permitiendo a los 
factores de transcripción unirse al ADN nucleosomai. 
factores de transcripción generaies Factores de trans¬ 
cripción que forman parte de la maquinaria generál de 
transcripción. 
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factores frans-activadores Proteinas reguladoras de la 
transcripción. 

fagocitosis Entrada de partículas grandes, como baeterias, 
a la célula. 

fagolisosoma Lisosoma que se ha fusíonado con un fago- 
soma o un autofagosoma. 

fagosoma Vacuola que contiene una partícula internalizada 
por fagocitosis. 

fatoidina Fármaco que se fíja a los filamentos de actina y 
previene su desensamblaje. 

familia génica Grupo de genes relacionados que han surgi- 
do a paríir de la duplicación de un ancestro común. 
fase G t Fase del ciclo celular entre el fínal de la mitosis y el 
comienzo de la síntesis de ADN, 
fase G 2 Fase del ciclo celular entre el final de la fase S y el 
comienzo de la mitosis, 
fase M Fase mitótica del ciclo celular. 
fase S Fase del ciclo celular durante la cual se produce la 
replicación del ADN. 

fenotipo Aparienda física de un organismo, 
fibras elástícas Fibras proteicas que están presentes en la 
matriz extracelular de los tejidos conectivos en órganos 
que se deforman y después vuelven a su forma originál, 
fibras musculares Células grandes del músculo esquelétí- 
co, que se forman por la fusión de muchas células indívF 
duales durante et desarrollo. 

fibrillas de colágeno Fibrillas formadas por el ensamblaje 
de moiéculas de colágeno en una organización escalona- 
da regular, 

fibroblasto Tipo de célula que se encuentra en el tejido co- 
n e cti vo. 

fibronectina Principal proteína de adhestón de la matriz ex¬ 
tracelular. 

fijación de nitrógeno Reducción del nitrógeno atmosférico 
(N 2 ) a NH 3 . 

filamento íntermedio Filamento citoesqueléfico de aproxi- 
madamente 10 nm de diámetro que proporciona fuerza 
mecánicaa las células en los tejidos. Véase tambíén que- 
ratinas y neurofilamentos. 

fiiamina Proteína de unión a la actina que entrelaza fílamen- 
tos de actina para f or mar redes, 
filopodio Proyección delgada de la membrána plasmática 
soportada sobre haces de actina. 
flagelo Proyección con base microtubular de la membrána 
plasmática que es responsabte de movimiento celular. 
flavín adenín dinucleótido (FADH 2 ) Coenzima que actúa 
como transportador electrónico en reaceiones de oxida- 
ción/reduccion. 

ft ujo electrónico ciclico Ruta de transporte electrónico 
asociada al fotosistema I que produce ATP sin la síntesis 
de NAD PH. 

fodrina Espectrina no eritroide. 

Fos Factor de transcripción, codificado por un protoonco- 
gén, que es inducido en respuesta a la estimulación por 
factores de crecimiento. 


fosfaíiditcolina Fosfolípido del gľicerol con una cabeza for- 
mada a part i r de la colina. 

fosfatidiletanolamina Fosfolípido del glicerol cuya cabeza 
está formada a partir de ia etanolamina. 
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI 3-quinasa) Componente 
fosfolipidicc secundario de la čara interná de la membrána 
plasmática, Las hormonas y los factores de crecimiento 
estimulan $u hidrótisis mediante la fosfolípasa C, dando 
lugar a segundos mensajeros como el diacilglicerol y el 
ínositol trifosfato. 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP 2 ) Componente fosfoli- 
pídico meno r de la parte interná de Sa membrána plasmáti- 
ca, Las hormonas y factores de crecimiento estimulan su 
hídrólisis por fosfolípasa c, produciendo los segundos 
mensajeros diacilglicerol e inositol trifosfato. 
fosfatidilinositol 3,4,5'trifosfato (PIP 3 ) Segundo mensaje- 
ro formado por la fosforilación de PIP a , 
fosfatidilserina Fosfolípido del glicerol con una cabeza for¬ 
mada a partir de la serina. 

fosfolipasa C Enzima que hidroliza PIP 2 para forma r los se¬ 
gundos mensajeros diacilglicerol e inositol trifosfato. 
fosfolípidos Componentes principales de las membranas 
celulares T que constan de dos cadenas hidrocarbonadas 
(generalmente áddos grasos) unidas a una cabeza polar 
que contiene fosfato. 

fosforilación Adícíón de un grupo fosfato a una moléeula. 
fosforilación oxídativa Síntesis de ATP a partir del ADP. 
que está acoplada a la transferencia, energéticamentefa- 
vorable, de electrones a un oxľgeno molecular. Éste actúa 
como aceptor finaf en una cadena de transporte electró¬ 
nico, 

fotorreactivación Mecanismo de reparación del ADN don- 
de se emplea energia solar para escindir los dimeros de 
pirimidina. 

fotosíntesis Proceso mediante el cual las células aprove- 
chán la energia de la luz solar y sinteíizan glucosa a partir 
de CO, y agua. 

fotosistema I Complejo proteico de la membrána del tilacoi- 
de que emplea la energia absorbida de la luz solar para 
sintetizar NADPH. 

fotosistema II Complejo proteico en la membrána del tila- 
coide que usa ia energia absorbida de la luz solar para 
sintetizar ATP 

fragmentos de 0ka2aki Fragmentos cortos de ADN que se 
unen para formar la hebra retrasada de ADN. 

G q Estado de reposo en e! que las células permanecen me- 
tabólicamente actlvas pero no proliferan, 
gen Segmente de ADN que codífica una cadena polipeptŕdi- 
ca o una moléeula de ARN. 

gen supresor de tumores Gen cuya inactivaoión conduce 
al desarrollo de u n tumor, 

genes inmediato-tennpranos Familia de genes cuya trans- 
crĺpción es inducida rápidamente en respuesta a la esti¬ 
mulación por factores de crecimiento, 
genética inversa Análísis de la función génica por ía intro- 
ducción de mutacíones en un gen clonado. 
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genotipo Composición genética de un organismo. 
giberelina Hormona vegetal. 

glioxisoma Peroxisomas en los que tienen lugar las reac- 
ciones del cido def glioxiiato. 

glicerol fosfolipidos Fosfofípidos que consisten en dos äci- 
dos grasos unidos a una molécuia de glicerol. 
glícocálix Revestimíento carbohidratado que recubre la su- 
perficíe celular. 

glicolŕpido Lípido que consta de dos cadenas hidrocarbo- 
nadas unidas a una cabeza polar que contiene carbobh 
dratos. 

glicoproleína Proteína unida a oiigosacäridos. 
glicosaminoglicano (GAG) Polisacárido de la matríz extra- 
celular, consíituyente de geles. 
glicosífaeión Adición de carbohidratos a las proteínas. 
glucocorticoide Esteroíde producido por la glándula adrenal 
que actúa para estimular la produccidn de glucosa. 
glucógeno Polímero de restos de glucosa que es la princi¬ 
pál fuente de almacenamäento de carbohidratos en los 
animales, 

glucolisis Degradación anaeróbica de glucosa. 
gluconeogénesis Síntesis de glucosa. 

GMP ciclico (GMPc) Guanosina monofosfato donde el gru- 
po fosfato está covalentemente unido a los átormos de car- 
bono 3' y 5\ formando una estructura ciclica; importante 
segundo mensajero en la respuesta de las células a una 
variedad de hormonas y en la Vision. 

GMPc fosfodíesterasa Enzima que degrada GMPc. 
gradiente electroquímico Diferencia en la concentración 
químlca y en el potenciál eléctrico a través de una mem¬ 
brána. 

granulocitos Gélulas sanguíneas que están implicadas en 
reacciones inflamatorias, 
grasas Véase triacllgticeroles, 

grupos prostéticos Pequeňas moléculas unidas a las pro- 
teínas. 

guanina Purina que se empareja con citosína. 
guanilato ciclasa Enzima que cataliza la formación de 
GMP ciclico a partír de GTP, 

haces contráctiles Haces de filamentos de actina que inte- 
raccionan con la miosina II y son capaces de contracción. 
ha p! o ide Organismo o célula que presenta una copia de 
cada cromosoma. 

haz de actina Filamentos de actina que se entrecruzan en 
formaciones densamente empaquetadas, 
hebra directora Hebra del ADN sintetizada de forma conti- 
nua en la dirección de avance de la horquílla de replica- 
ción. 

hebra retrasada Hebra del ADN sintetizada de forma opues- 
ta a la dirección de avance de la horquilla de repiicactón, 
médiante la unión de los fragmentos de Okazaki. 
helícasa Enzima que cataliza el enrollamiento del ADN. 
hélice-giro-hélice Dominio de unión al ADN de u n factor de 
transcripción en el que tres o cuatro regiones en héllce 
contactan con el ADN. 


hélice-lazo-hélice Dominio de unión a ADN de un factor de 
transcripción formado por la dimerízación de dos cadenas 
polipeptídicas. Los dominios de dimerízación de estas 
proteínas consisten en dos regiones en hélice separadas 
por u n lazo . 

hemicelulosa Polisacárido que entrelaza microfibrillas de 
celulosa en las paredes celulares vegetales. 
hemidesmosoma Región de contacto entre células y la ma¬ 
tríz extraceľular donde los filamentos de queratina se unen 
a la integrina* 

hendidura revestida de clatrina Región especiaiizada de 
la superficie de las membranas celulares que contiene re- 
ceptores para macromoléculas que deben internalizarse 
por mitosis. 

herpesvirus Família de virus de ADN. algunos de cuyos 
miembros inducen cáncer. 

herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi Herpesvirus 
humano que causa el sarcoma de Kaposi. 
heterocromatina Cromatina condensada y transcripcionai- 
mente inactiva, 

hibridación de los ácidos nucleicos Formación de molé¬ 
culas de doble hebra de ADN y/o ARN por apareamiento 
de bases comptementarias. 

hibridación fluorescente in situ (FISH) Método empleado 
para locaiizar genes en los cromosomas, empleando son- 
das fluorescentes. 

hibridación in situ U so de sondas radioactivas o fluores- 
centes para detectar secuencias de ARN o ADN en ex- 
tractos celulares, cromosomas, o células intactas. 
hidrofílico Soluble en agua. 
hidrofóbico No soluble en agua. 

hípótesis SNARE Hipótesis de que la fusión vesicular está 
mediada por pares de proteínas transmembrana (SNA- 
REs) en las membranas vesicular y diana. 
histonas Proteínas que empaquetan el ADN en los cromo- 
somas eucariotas. 

hoja (S Estructura secundaria en forma de Jámína de una ca- 
dena polipeptídica, formada por enlaces de hidrógeno en¬ 
tre aminoácidos localizados en diferentes regiones del po- 
lipéptido. 

homeobox (caja homeótica) Secuencias de ADN conserva- 
das de 180 pares de bases que codifican los homeodomi- 
nios. 

homeodominio Tipo de dominio, de unión al ADN, que se 
encuentra en los factores de transcripción que regulan la 
expresión génica du raňte eí desarroNo embrionaho. 
hormona peptidica Molécuía seňalizadora compuesta por 
aminoácidos. 

hormona tiroídea Hormona sintetizada a partir de la tiroslna 
en la glándula tíroides, 

hormonas Moléculas de sehaíización produddas por las 
gländutas endocrinas que actúan sobre células en lugares 
dístantes del cuerpo. 

hormonas esteroideas Grupo de hormonas hidrofóbicas 
que derivan del colesterol. 
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hormonas vegetales Grupo de pequeňas moléculas que 
coordJnan Jas respuestas de los tejidos vegetales a las se- 
nales medioambientales. 

horquilla de replicación Región de la síntesis de! ADN 
donde las hebras parentales se separan y crecen dos nue- 
vas hebras hijas, 

huso mitótico Formación de microtúbulos que se extienden 
desde los polos del huso y que es responsable de la sepa- 
ración de los cromosomas hermanos du raňte la mitosis. 
Véase también microtúbulos cinetocórícos, microtúbulos 
polares y microtúbulos astrales. 

importina Receptor proteico que reconoce seňafes de toca- 
lización nuclear y dirige la ímportadón nuclear, 
improrrta genômica Regulación de los genes cuya expre- 
síón depende de si han sido heredados por parte de la 
madre o del padre, aparentemente regulada por la metila- 
ción del ADN. 

inactivación del cromosoma X Mecanismo de compensa- 
ción de la dosis en el que la mayoría de los genes de uno 
de los cromosomas X se ínactivan en las células femeni- 
nas. 

inestabilídad dinámica Alternación de los microtúbulos en- 
tre cíclos de crecimiento y degradación. 
inhibición de contacto Inhibición del movimiento o de la 
proliferación de células normales como resultado de un 
co ntacto c él u I a -c él u 1 a. 

inhibición dependiente de la densídad Cese de la proiife- 
ración de células normales en cultivo a una determinada 
densidad celular. 

inhibición por retroalimentación Tipo de regulación aíos- 
térica en donde el producto de una ruta meíabólica inhibe 
la activídad de una enzima implicada en su síntesis. 
inhĺbídor de Cdk (CKI) Família de proteínas que fíjan Cdks 
e ínhiben su actividad. 

íniciación tumoral Primer paso en el desarrolfo de un tu¬ 
mor, resultante de la proliferación anormal de una sóla cé- 
luta. 

inmunoglobulina Véase anticuerpo. 
inmunoprecipitación Empleo de anticuerpos para aislar 
proteínas. 

inmunotinción Método que emplea anticuerpos para detec- 
tar proteínas que han sido separadas por electroforesis en 
gel de SDS-poiiaerifamtda, 

inositol 1,4,5-trifosfato (IP 3 ) Segundo mensajero, formado 
por la hidrólisäs de PIP 2 , que senaia la liberación de iones 
de calcio desde el retículo endoplasmático. 
integrina Proteína transmembrana que interviene en la ad- 
hesión de ías células a la matriz extracelular. 
interacción heterofílica Interacción entre dos tipos diferen- 
tes de moléculas de adhesión celular. 
interacción homofíltca Interacción entre moléculas de ad¬ 
hesión celular del mismo tipo. 

intercambio rotatorío Comportamíento dinámico de los fi- 
lamentos de actína y los microtúbulos, en el que Ja pérdida 
de subunidades en un extremo del filarmento se equilibra 
por su adición en el otro extremo. 


interfase Período del ctclo celular entre dos mitosis que in- 
cluye las íases G r S, y G 2 . 

interferencia de ARN (ARNí) Degradación del ARNm por 
moléculas de ARN corías, de doble hebra y homóiogas. 

intrón Secuencia no codificante que interrumpe los exones 
en un gen. 

Jun Factor de transcripción, codificado por un protoonco- 
gén, que es activado en respuesta a la estimulación por 
factores de crecimiento. 

kilobase (kb) Mil nucleótidos o pares de bases de nucleóti- 
dos. 

lamela média Región de la pared celular vegetal que actua 
como pegamento para mantener unidas las células adya- 
centes. 

lamelipodio Amplia extensión de la membrána plasmática, 
formada a partir de actina, que está implicada en el movi- 
míento de los fibrobíastos. 

lámina basal IVtathz extracelular en forma de lámina que so- 
porta las células epiteliales y rodea las células muscula- 
res, células adiposas. y nervios períférícos, 
lámina nuclear Malla de filamentos laminares que propor- 
ciona un soporte estructural al núcleo. 
láminas Proteínas de los filamentos intermedios que forman 
la lámina nuclear. 

laminina Principal proteína de adhesión de ía lámina basaL 
leptoteno Estadio iniciál de la larga profase de la meiosis I 
durante la cual los cromosomas homólogos se emparejan 
después de la condensación. 

leucemia Cáncer que aparece en los precursores de Jas cé¬ 
lulas sangufneas círculantes. 

leucoplasto Plästido que almacena fuentes de energia en 
tejidos vegetales no fotosintéticos. 
levaduras Los eucariotas unicelulares más simples. Las le- 
vaduras son modelos importantes para los estudios de las 
células eucariotas. 

ligando Mofécula que se une a un receptor, 
lignina Polímero de restos fenóiicos que fortalece las pare- 
des celulares secundarias. 

Iíneas celulares Células que pueden prolíferar indefinida- 
mente en cultivo. 

LINEs (fong interspersed elements) Família de retrolrans- 
posones altamente repetidos en el genoma de los mámi¬ 
te ros. 

linfocito Célula sanguínea que actúa en la respuesta rnmu- 
nitaria. Los linfocitos B producen anticuerpos y los llnfoci- 
tos T son responsables de la inmunídad mediada por célu¬ 
las. 

iinfoma Céncer de células linfoides. 

lipoproteína de baja densídad {LDL) Partícula de lipopro- 

teína que transporta colesterol en la ctrculación, 
liposoma Vesícula lipídíca empfeada para introducir ADN 
en las células de mamífero. 
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lisogenia Infección viral que conduce a la integración de 
una copia inactiva de ADN vírico en el genoma celular. 
lisosoma Orgänulo citoplasmático que contiene enzimas 
que destruyen polímeros biológicos, 
macrófago Cfase de glóbulo blanco sanguíneo especializa- 
do en la fagocítosis. 

macropinocitosis Ingesta de fluidos en grandes vesículas. 
MAP quinasas Família de proteína-serina/treQnina quina- 
sas actfvadas por mitógeno que son reguladores ubicuos 
deJ crecimiento y diferenciación celular. 
mapa de restricción Localización de los sitios de corte de la 
endonucleasa de restricción en una rmolécula de ADN 
marco de lectura abierto Secuencia de nucieótidos que no 
contiene codones de detención y puede codificar un poll- 
péptido* 

matéria! pericentriolar Matéria! en el centrosoma que inicia 
el ensambfaje de los microtúbulos. 
matriz Espacio interno mítocondrial, 
matriz extracelular Proteínas y polisacáridos secretados 
que relienan los espacios entre !as células y que une las 
células y los tejidos entre sí. 

mediador Complejo de proteínas que permite que los genes 
codiflcadores de proteínas respondan a los factores regu¬ 
ladores gen-específicos, 

megabase (Mb) Un milión de nucieótidos o de pares de ba- 
ses de nucieótidos. 

meiosis Divisíón de células diploides en una progenie ha- 
ploide, eonsístente en dos rondas secuenciales de diví- 
slon nuclear y celular. 

membrána de basamento Véase fámina basai. 
membrána plasmática Bicapa fosfolipídica con proteínas 
asociadas que rodea la célula. 
membrána dei tilacoide Membrána más interná de los clo- 
roplastos y que es el sitio donde tiene lugar el transporte 
electrónico y ia síntesis de ATP. 
membranas nucleares Membranas que forman la envuelta 
nuclear; la membrána nuclear externá contínúa por el retí- 
čulo endoplasmático y la membrána nuclear interná es ad- 
yacente a ia lámina nuclear. 

mesodermo Capa média germinal; da lugar a los tejidos co- 
nectivos y al sistema hematopoyético 
metabolismo oxidativo Empleo del oxígeno molecular 
como aceptor de electrones en fa degradacíón de molécu- 
las orgánicas. 

metafase Fase de la mitosis d u raňte la cual los cromoso- 
mas $e alinean en la placa metafäsica en el centro de la 
célula. 

metástasis Propagactón de las células cancerígenas des- 
de la sangre o el sistema linfático a otros lugares del orga- 
nismo. 

microarray de ADN Portaobjetos de cristal o un filtro sobre 
el que se imprimen olígonudeótidos o fragmentos de 
ADNc con una efevada densidad, permitiendo el anälísis 
simultánec de miles de genes mediante hibridación del mi- 
croarray co n so nd a s f I uo resce nt es. 


microfibrillas de celutosa Fibras de las paredes celulares 
vegetates que se forman por ia asodación de varias doce- 
nas de cadenas paralelas de celulosa. 
mícrofilamento Filamento dtoesquelético compuesto de 
actina. 

microscopŕa confocal Forma de microscopía en la que se 
combína la microscopŕa de fluorescencia con el análisis 
electrónico de la imagen para obtener imägenes con un 
contraste y detaile eíevados. 

microscopŕa de campo claro Forma más sencilla de mi- 
croscopía lumínica, en ia que ta luz paša directamente a 
través de una odiera¬ 
ní icroscopía de contraste de fases Típo de microscopŕa 
en el que las variaciones en la densidad o el grosor entre 
partes de la célula se convierten en difereneias de con¬ 
traste en la imagen final. 

microscopŕa de contraste por interferencia diferencia! 

Típo de microscopía en el que las variaciones de la densi¬ 
dad o el grosor entre partes de la célula se convierten en 
difereneias de contraste en la imagen final. 
microscopŕa de excitación multifotónica Forma de mi- 
croscopía de fluorescencia en la que la muestra es iíumi- 
nada con una luz de longitud de onda tal que fa excitación 
del colorante fluorescente requiere de la absorción si mul- 
tánea de dos o más fotones. 

microscopŕa de fluorescencia Tipo de mícroscopía en el 
que tas moléculas son detectadas en base a la emisión de 
luz fluorescente. 

microscopŕa electrónica Tipo de microscopía que emplea 
un rayo de electrones para formar una imagen. En la mi- 
eroscopía electrónica de transmisión. un rayo de electro¬ 
nes paša a través de una muestra mareada con metales 
pesados. En la microscopía electrónica de barrido, los 
electrones dispersados por la superficie de la muestra se 
analízan para generar una imagen tridimensional, 
microscopŕa electrónica de barrido Véase microscropía 
electrónica, 

microscopŕa electrónica de transmisión Véase microsco- 
pía electrónica. 

microscopŕa favorecída por video Uso combinado de cá- 
maras de video con microscopía lumínica para permitir la 
visualización de objetos pequeňos. 
micropúa Véase filopodio. 

microsoma Pequeňa vesícula formada por el reticulo endo- 
plásmico cuando las células se rompen. 
microtúbuío Componente dtoesquelético formado por la 
polimerización de la tubulina dando lugar a segmentos rí- 
gidos y huecos de aproximadamente 25 nm de diámetro. 

microtúbulos astrales Microtúbulos def huso mítótico que 
se extienden a la periféria celular. 

microtúbulos cinetocóricos Microtúbulos del huso mítóti¬ 
co que fijan los cromosomas condensados a sus centró- 
meros, 

microtúbulos polares Microtúbulos del huso mitótico que 
se solapan en el centro de la célula y que empujan a los 
polos del huso para separarlos. 
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microvellosidad Extensión de la membrána plasmática, 
basada en la actina f abundante en las superficies de las 
células implicadas en la absorción. 
mineralocorticoides Hormonas esteroídieas producidas 
por la glándula adrenal que actúan sobre el riňón para re- 
gular el equilibrio de sales y agua. 
miofibritla Haz de filamentos de actina y miosina en las cé- 
lulas musculares. 

miosina Proteína que interacciona con ta actina como motor 
molecular, 

miosina I Tipo de miosina que actúa para transportér mer- 
cancías a lo largo de los filamentos de actina, 
miosina II Tipo de miosina que produce la contracción me- 
diante el deslizamiento de filamentos de actina 
mitocondria Orgánulo citoplasmático responsable de la 
sŕntesis de la mayoría del ATP de las células eucariotas 
mediante fosforilación oxidativa. 
mitosis Divísión nuclear. 

modelo de cerradura y llave Modelo de acción enzimática 
en ei que e! sustrato encaja con precisión en el contro acti- 
vo de la enzima, 

modelo de mosaico fluido Modelo de estructura de la 
membrána donde las proteínas se insertan en una bicapa 
fluida fosfolípídíca. 

modelo del filamento deslizante Modelo de contracción 
muscular en el que la contracción resulta del deslizamiento 
de los filamentos de actina y miosina, uno respecto del otro. 
modelo Holliday Un modelo molecular de recombinación 
genética que implica la formación de regiones heterodú- 
plex. 

moléculas de adhesión celular Proteínas transmembra- 
na que intervienen en las interacciones célula-célula, 
molécula recombinante Fragmente de ADN unido a un 

vector. 

monocistróníco ARN mensajero que codífica una única ca~ 
dena polipeptídica, 

monolito Tipo de célula sanguínea implicada en las reaccio- 
nes inflamatorias. 

monosacáridos Azúcares simples con la formula básica de 
(CH,0) n . 

Mos Proteína quinasa necesaria para la progresíón desde la 
meiosis I hasta la meiosis II y el mantenimiento de la de- 
tención en metafase II en los oocitos de vertebrados. 
motor molecular Proteína que genera fuerza y movimiento 
mediante la conversíón de energia química en energia 
mecänica. 

muerte celular programada Forma fisiológica normál de 
muerte celular caracterizada por la apoptosis. 
mundo ARN Estadio temprano de la evolución basado en 
moléculas autorreplicantes de ARN. 
mutación Alteración genética, 

mutagénesis in vitro introducción de mutaciones en un 
ADN clonado in vitro. 

mutágeno Producto químíco que induce una alta frecuencia 
de mutaciones. 


mutante inhibidor dominante Mutante que interfiere con la 
función del alelo normál del gen 
mutante sensíble a temperatura Célula que expresa una 
proteína que es funcional a una temperatura pero no a 
otra. mientras que la proteína normál es funcional a am- 
bas temperaturas. 

NADP reductasa Enzíma que transfiere electrones de la fe- 
rrodoxina al NADP ŕ , dando NADPH. 
nebulina Proteína que regula la longitud de los filamentos 
de actina en las células musculares. 
neuroťilamento Clase de filamento intermedio que sostiene 
los axones de las células nerviosas. 
neurohormona Páptidos que son secretados por las neuro- 
nas y que actúan sobre células dístantes. 
neurona Célula nervíosa especializada en recibir y transmi- 
ti r seňales por todo el cuerpo. 

neuropéptidos Moléculas seňalizadoras peptídicas secre- 
tadas por las neuronas. 

neurotransmisor Pequeňa molécula hidrofílica que trans- 
porta una seňal desde una neurona estimulada a una cé¬ 
lula diana en una sinapsis. 

neurotrofina MMMMMiembro de una família de polipépti- 
dos que regula el desarrollo y supervivencía neuronaľ 
nexina Proteína que une dobletes de mícrotúbulos entre sí 
en el axonema, 

nicotinamida-adenina dinucleótido (NAD ŕ ) Coenzima 
que actúa como transportador electrónico en reacciones 
de oxidacíón/reducción. 
nídogén Véase entactina, 

N-miristoitaclón Adición de ácido mirístico (un ácido graso 
de 14 carbonos) al resto de glícina N-terminal de una ca- 
dena polipeptídica. 

N-myc Protooncogén que codifica un factor de transcripción 
y es activado con frecuencia por la amplificación de neuro- 
blastomas, 

núcleo Orgánulo más prominent© de las células eucariotas; 
contiene el materiál genético. 

nucleolo Sitio nuclear de transcripción y procesamienlo del 
ARNr, y ensamblaje de los ribosomas, 
nucleósido Base de purina o pírimidina unida a un azúcar 
(ribosa o desoxirribosa). 

nucleosoma Unidad básica estructura! de cromatina que 
consiste en ADN enrollado alrededor de un núcleo de bis- 
tona. 

nucleótido Nucleósido fosforílado, 

oligonucleótido Polímero corto de sólo unos pocos nucleó- 
tídos. 

oligosacórido Polímero corto de sólo unos pocos azúcares. 
oncogén Gen capaz de inducir una o más características de 
las células cancerígenas. 

operador Secuencía reguladora de ADN que controla la 
transcripción de un operón. 

operón Grupo de genes adyacentes transcritos como un 
unico ARNm. 
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organizador celular activado por fluorescencia Inštru¬ 
mente que organiza las células individuales en base a su 
intensidad de fluorescencia. 

origen de replicación Secuencia específica de ADN que 
actua como sitio de unión para las proteínas que inician la 
replicación. 

p53 Factor de transcripción (codificado por el gen supresor 
de tumores p53) que detiene el ciclo celular en G 1 en res- 
puesta a un ADN daňado y que se requiere para la apop- 
tosis inducida por diferentes estímulos. 
papilomavirus Miembro de la família de vírus de ADN, algo 
nos de los cuaies causan cáncer cervical y otros cánceres 
anogenitales en el hombre. 

paquiteno Estadio de meiosis I durante el cual tiene lugar la 
recombinación entre los cromosomas homólogos, 
palmitoilación Adición de ácido palmŕtico (un ácído graso 
de 16 carbonos) a restos de cisteína de u na cadena poli- 
pepfídica, 

pared celular Estrucfura rígida y porosa que forma u na 
capa externá y proporciona soporte estructural a bacte- 
rias, hongos, y células vegetales. 
pared celular secundaria Pared celular gruesa que se en- 
cuentra entre la membrána plasmática y la pared celular 
prímaria de las células vegetales que han cesado su creci- 
miento. 

paredes celulares primarias Paredes de células vegetales 
en crecimíento. 

partícula de reconocimíento de la senal (SRP) Partícula 
compuesta de proteínas y de ARN 7SL que se une a las 
secuenclas de seňalización y dirige las cadenas polípeptí- 
dicas al retíeulo endoplásmico. 
partiou las de ribonucleoproteinas pequenas rrucleares 
(RNPsn) Complejos de ARNsn con proteínas. 
partículas del centro del nucleosoma Particulas que con- 
tienen 146 pares de bases de ADN asociados en torno a 
un núcleo de histonas. 

peptidasa de seňalización Enzima que retira la secuencia 
de seňalización de una cadena polípeptídica por proteolisis. 
peptidasa procesadora de la matríz (MPP) Proteasa que 
escinde presecuencias de las proteínas internalizadas en 
la matriz mitocondrial. 

peptidasa procesadora estromaí (SPP) Proteasa que es¬ 
cinde a los péptidos de tránsito de las proteinas internali¬ 
zadas en e! estroma del cloroplasto. 
péptidos de transición Secuenclas N-term inaíes que dirigen 
a las proteínas para su internalización en el cloroplasto. 
pectina Polisacárido formador de geles de las paredes celu¬ 
lares vegetales. 

peptidil profil isomerasa Enzima que facílita el pliegue de 

las proteínas mediante la eafafización de la isomeňzación 
cíS“trans de los enlaces prolil peptídicos. 
peptidoglicano Componente principál de las paredes celula¬ 
res bacterianas constituido por cadenas polisacáridas li- 
neales entrelazadas mediante péptidos cortos. 
peroxisoma Orgánulo citoplasmático especiaíizado en lle- 
var a cabo reaccíones oxidativas 


pez cebra Especie de pez pequeno empíeado para estudios 
genéticos del desarroilo de los vertebrados. 
pigmentos fotosintéticos MolécuEas que capturan la ener¬ 
gia de los rayos solares absorbiendo fotones, 
pinocitosis Entrada de fluidos o moléculas aJ interior de una 
célula mediante vesícufas pequeňas. 
placa celular Estructura discoide rodeada por membrána 
que forma nuevas paredes celulares durante la citocinesis 
de las plantas superiores. 

plaquina Miembro de una família de proteínas que asoeia 
los filamentos intermedios con otras estructuras celulares. 
plasmalógenos Família de fosfolípidos que tienen enlace 
éter y enlace éster. 

pläsrmdo Molécula pequeňa de ADN circular capaz de repli- 
carse de forma independlente en una célula hospedadora. 
plásmido Ti Pläsmído empíeado para la transferencía géni- 
ca en plantas. 

plasmodesmo Conexión citoplasmätica entre células vege¬ 
tales adyacentes que está formada por una región conti- 
nua de membrána plasmática. 
plastos Família de orgánulos vegetales que induye a los 
cloroplastos, cromoplaslos, leucoplastos, amiloplastos, y 
elaíoplastos. 

PML/RAR/* Oncogén formado por la translocación del re¬ 
ceptor del ácido retinoico en la leucemia aguda promíelo- 
cítlca. 

políadenilación procese de adición de una cola de poíi-A a 
un pre-ARNm. 

policistrónico ARN mensajero que codifica múltiples cade¬ 
nas polipeptídicas. 

polinueleótido Polímero que contŕene millones de nucleóti- 
dos. 

poliomavirus Vírus de ADN tumoral ampliamente estudiado. 
polipéptido Polímero de aminoácidos. 
pólipo Tumor benigno que se extíende por una superficie 
epitelial. 

polisacárido Polímero que conliene cientos o m lies de azú- 
cares. 

polisoma Sene de ribosomas que traducen un ARN mensa¬ 
jero. 

porina Miembro de una clase de proteínas que atraviesan 
las merrtbranas como barriles-/? y forman canales en las 
membranas externas de algunas bacterias, mitocondrías 
y cloroplastos. 

potenciador (Referido a «enhancer», ^secuencia activado- 
ra» o ^secuencia intensificadora».) Secuencia reguladora 
de la transcripción que puede localizarse en un sitio dss- 
tante del promotor. 

potenciál de acción Impulsos nerviosos que viajan a lo lar- 
go de los axones. 

pre-ARNm Transcritos prlmarios que se procesan para for- 
mar ARNs mensajeros en las células eucariotas. 
pre-ARNr Transcritos primanos que se cortan para dar lugar 
a ARNs ribosórnícos individuales (los ARNrs 28S ŕ 18S y 
5,8S de las células eucariotas). 
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pre-ARNt Transcritos primaríos que se cortan para formar 
ARNs de transferencia, 

prenilación Adición de fipos específicos de iípidos (grupos 
prenifo) a restos de cisterna C-terminales de una cadena 
polipeptŕdica, 

presión de turgencia Presión interná hidrostätica en e! inte- 
rior de fas células vegetales. 

prímasa ARN poiimerasa usada para iniciar la síntesis de 

ADN. 

procoíágenos Precursores solubles de los colágenos for- 
madores de fíbrillas. 

producto Compuesto formado como resultado de una reac- 
ción enzimática. 

profase Fase iniciál de la mitosis, marcada por la aparición 
de los cromosomas condensados y el desarrollo del huso 
mitótíco. 

profilina Proteína de unión a la actina que estinnula el en- 
sambtaje de monómeros de actina en filamentos. 
progesterona Hormona esteroidea producida por los ova- 
rios. 

progresión tumoral Acumulación de mutaciones en el inte- 
riorde células de una población tumoral, resultandoen un 
crecimŕento acelerado y malignidad. 
prometafase Periodo de transición entre la profase y la me- 
tafase durante la cual los microtubulos del huso mitótico 
se unen a los cinetocoros y los cromosomas se mueven 
de un lado a otro hasta que son alineados en el centro de 
la célula. 

promotor Secuencia de ADN donde se une la ARN polime- 
rasa para iniciar la transcripción. 
pmmoior tumoral Compuesto que conduce al desarrollo 
tumoral mediante la estimulación de la proliferación celular. 
pronúcleo Dos núcleos hapioides en un nuevo huevo fe- 
cundado. 

prostacíclina Eicosanoide formado a partir de la prosta- 
glandina H . 

prostaglandina Família de lípidos eícosanoides implicados 
en la senalización de la inflamación, 
proteína de fijacíón a TATA (TBP) Factor de transcripción 
basa! que se une de forma directa a la caja TATA. 
proteína de fluorescencia verde (GFP) Proteína de rmedu- 
sa que se emplea comúnmeňte como marcador en la mi- 
croscopía de fluorescencia, 

proteína de transferencia de fosíolípidos Proteína que 
transporta moléculas fosfolipídicas entre membranas ce- 
tuiares. 

proteína disulfuro isomerasa Enzima que cataliza la f or- 
mación y rotura de los puentes disulfuro (S-S). 
proteína-G Família de proteínas de senalización celular re- 
guladas por la unión del nudeótido guanina. 
proteína G heterotrimérica Proteína de unión a nucleóti- 
dos de guanina que consäste en tres subunidades. 
proteína quinasa Enzima que fosforila proteínas mediante 
la transferencia de un grupo fosfato desde el AT P. 
proteína quinasa A Proteína quinasa regulada por el AMR 
cíclico. 


proteína quinasa C Família de prateína-serina/íreonina qu\- 
nasas que se activan con diacilglicerol y Ca 3+ y actuan en 
la transducción intracelular de seňales. 
proteína fosfatasa Enzima que revierte la acetón de las pro¬ 
teínas qu i nasas mediante la retirada de los grupos fosfa- 
tos desde restos de aminoácídos fosforitados. 
proteína quinasa AMPc-dependiente Véase proteína qui¬ 
nasa A, 

proteína-serina/treonína quinasa Proteína quinasa que 
fosforila restos de serina y treonina. 
proteína-tirosina fosfatasa Enzima que retira los grupos 
fosfato desde restos de fosfotirosina, 
proteína-tirosina quinasa Proteína quinasa que fosforila 
restos de tirosina. 

proteína-tirosina quinasa no receptora Proteína tirosina 
quinasa intracelular, 

proteína-tirosina quinasa receptora Proteína-tirosina qui¬ 
nasa asociada a la membrána que es receptora de iigan- 
dos extracelulares. 

proteínas Polipéptidos con una única secuencia amlnoací- 
dica. 

proteínas activadoras de la GTPasa Proteinas que esti- 
mulan la hidrólisis de GTP por parte de las proteínas de 
bajo peso molecular de unión a GTP, 
proteínas asociadas a los microtubulos (M APs) Proteínas 
que se unen a los microtúbulos y modifican su estabilidad. 
proteinas de bajo peso molecular de unión a GTP Gran 
família de proteínas monoméricas de unión a GTP, inclu- 
yendo las proteínas Ras, Rab, Rho y Ram 
proteínas de canal Proteínas que forman poros a través de 
una membrána. 

proteinas de choque térmico Grupo altamente conser- 
vado de proteínas chaperona que se expresan en células 
expuestas a efevadas temperaturas o a otras formas de 
esfrés medioambíentaL 

proteínas de unión a la actina Proteínas que se unen a la 
actina y regulan el ensamblaje, desensamblaje y organi- 
zación de filamentos de actina. 
proteínas de unión al ADN de hebra sencilla Proteínas 
que estabiíizan el ADN desenrollado uníéndose a las re- 
giones de hebra sencilla. 

proteínas del neuroťilamento (NF) Principales proteínas 
de los filamentos intermedios de diversos tipos de células 
nerviosas maduras. 

proteínas ERM Família de proteínas que asocian los fila¬ 
mentos de actina a la membrána plasmátíca de diversos 
tipos de células. 

proteínas HMGN Proteínas no histónicas cromosómicas 
asociadas con la cromatina descondensada, transcripcio- 
nalmente activa. 

proteínas integrales de membrána Proteinas embebídas 
en el interior de la bicapa lipídica de las membranas celu- 
lares, 

proteínas periféricas de membrána Proteínas indirecta- 
mente asociadas con las membranas celulares mediante 
interacciones proteína-proteína. 
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proteínas STAT Factores de transcripción que tienen un do¬ 
mí nio SH2 y que son activadas por la fosforilación de la 
tirosina, que promueve su translocacion desde el citoplas- 
ma al núcleo. 

proteínas scaffoid Proteínas que se unen a componentes 
de las vías de seňalizaeión, dando lugar a su organización 
en complejos seňaiizadores específicos. 

proteínas transmembrana Proteínas integrales de mem¬ 
brána que se extienden por la bicapa lipídica y que presen- 
tan porciones expuestas a ambos lados de la membrána, 
proteínas transportadoras Proteínas que selectivamente 
fíjan y transportan pequeňas moléculas a través de u na 
membrána, 

proteoglicano Proteína que se une a los glicosaminogli- 
canos, 

proteosoma Gran complejo constituido por proteasas que 
degrada las proteínas marcadas por la ubiquitina. 

proto-oncogén Gen celular normál que puede convertírse 
en u n oncogén. 

pseudogén Copia no funcional de un gen. 
pseudogén procesado Pseudogén que surge de la trans- 
cripclón inversa de ARNm. 

pseudopodio Extensión de la membrána plasmática, cons- 
tituida por actina r responsable de la fagocitosis y del movi- 
m tento ameboide. 

PTEN Fosfatasa lipídica que defosforila PiP„ y actúa como 
supresor de tumores. 

punto de restrieción Punto de regulación en delo de las 
células animales que sucede íardíamente en G r Después 
de ešte punto, la célula está destinada a entrar en S y a 
sufrir un delo de división celular. 
puntos de control de! ciclo celular M&canismos regulado- 
res que impiden la entrada en la siguiente fase del ciclo 
celular hasta que los eventos de la fase precedenie se ha- 
yan completado, 

queratina Proteína de los filamentos intermedios de las cé- 
lulas epiteliales. 

queratina blanda Queratlnas encontradas en el citoplasma 
de las células epiteliales. 

queratina dura Queratina empleada para la producción de 
estructuras como el pelo, uňas y cuernos, 
quiasmas Lugares de recombinación por los que se unen 
los cromosomas homólogos durante la meiosis, 
quinasa de la cadena ligera de miosina Proteína quinasa 
que activa a la miosina 11 fosforilando su cadena ligera re- 
guladora. 

quinasa Janus Família de proteína-tirosina quinasas no re- 
ceptoras asociadas a los receptores de citoquinas. 
quinesína Proteína motora que migra a lo largo de los mi- 
crotúbulos hacia el extremo positivo. 
quitina Polímero de restos de N-acetitgtucosamina que es el 
principál componente de las paredes celulares fúngicas. 
Rab Família de proteínas de bajo peso molecular de unión a 
GTP que juegan papeles dave en el transporte vesicular. 


Rac Proteína de bajo peso molecular de unión a GTP impli- 
cada en la regulación del citoesqueleto de actina, 

Raf Proteŕna-serina/treonina quinasa (eodifieada por el on¬ 
cogén raf) que se activa por Ras y que dirige la activacion 
de las MAP quinasas. 

Ran Pequeha proteína de unión a GTP tmplicada en la im- 
portacSón y exportación nuclear. 

Ras Família de pequeňas proteínas de unión a GTP (codifi- 
cadas por los oneogenes ras} que acoplan los receptores 
de factores de crecimiento a ías dianas intracelulares, in- 
cluyendo a la proteína-serina/treonina quinasa Raf y a la 
ruta de las MAP quinasas. 

ratón transgénico Ratón que porta genes no propios incor- 
porados a su línea germinal. 

Rb Proteína reguladora de la transcripción eodifieada por un 
gen supresor de tumores que fue identifieada a través de! 
análisis genétíco de un retinoblastoma. 

RE de transición Región del RE del que salen las proteínas 
hacia e! aparato de Golgi. 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) Método para 
la amplificación de una región de ADN medíante repetidos 
ciclos de síntesis de ADN in vitro. 
reacciones lumínicas Reacciones de la fotosíntesis en las 
que la energia solar dirige la síntesis de ATP y NADPH. 
reacciones oseuras Šerie de reacciones que convierte el 
dióxldo de carbono y el agua en hidratos de carbono du¬ 
rante la fotosíntesis. Véase ciclo de Calvin. 

RecA Proteína que estimula el íntercambio de hebras entre 
moléculas homólogas de ADN durante la recombinación. 
recesivo Alelo enmascarado por un alelo dominante, 
receptor acoplado a proteina-G Receptor caracterizado 
por siete ^-hélices acopladas a la membrána. La unión del 
Hgando provoca un cambio conformacional que activa una 
proteína-G. 

receptor de célula T Proteína de superficíe de un linfocito T 
que reconoce antígenos expresados en la superficíe de 
otras células. 

receptor SRP Proteína de la membrána del retículo endo- 
plásmico que une la partícula de reconocimiento de la se¬ 
na! (SRP). 

receptores de rianodina Canales de caldo en el músculo y 
células nerviosas que se abren en respuesta a cambios en 
el potencia! de membrána, 
recombinación Intercambio de materiál genético. 
recombinación específica de sitio Recombinación media- 
da por proteínas que reconocen secuencias especificas 
de ADN. 

recombinación homóloga Recombinación entre segmentos 
de ADN con secuencias nueleotídieas homólogas. 
recombinación homóloga generál Intercambio de seg¬ 
mentos entre moléculas de ADN que comparten una ho- 
mofogia extensa de la secuencia, 
red de actina Filamentos de actina que se entreeruzan en 
redes trídimensionales no densas. 
red del c/s Golgi Región del aparato de Golgi en el que las 
proteinas entran desde el retículo endoplásmico. 
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red del trans Golgi Compartímento del Golgi en el que se 
organ izan las proteínas y se empaquetan para sal i r del 
aparato de Golgi. 

región no traducida 3’ Región no codíficante en el extremo 
3 ? del ARNm. 

región no traducida 5’ Región no codificante en el extremo 
5* del ARNm. 

regulación a la baja de receptores Pérdida de receptores 
de la superficie celular como resultado de su ínternaliza- 
ciôn por endocitosis después de la unión del ligando. 
regulación alostéríca Regulación de enzimas mediante 
moléculas pequeňas que se fijan a sitios díferentes del 
centro actšvo, cambiando la conformación y la actividad 
catalítíca de la enzima. 

reparación acoplada a la transcripción Reparación prefe- 
rente de daňo en las hebras transcritas de ADN, 
reparación de bases mal apareadas Sistema de repara¬ 
ción que retira las bases mal emparejadas de las nuevas 
hebras de ADN sintetizado, 

reparación por escisión de base Mecanísmo de repara¬ 
ción del ADN en el que una unica base daňada es retirada 
de la molécula de ADN. 

reparación por escisión de nucieótido Mecanísmo de re- 
paración del ADN donde los oligonucleótidos que contie- 
nen bases daňadas se retiran de la molécula del ADN. 
reparación propensa al error Forma de reparación en la 
que las ADN polimerasas espeeializadas repläcan a través 
de un sitio de ADN daňado. 

reparación recombinatoria Reparación de! ADN daňado 
mediante la recombínación con una molécula homóloga 
de ADN intacta, 

repetición terminál iarga (LIR) Secuencias de ADN en~ 

contradas en los extremos del ADN retroviral y de retro- 
transposones que son repeticiones directas de varios 
dentos de nucfeótidos y se deben a la actividad de la 
transcriptasa ínversa. 

repeticiones de secuencia sencilla Ciase de secuencias 
repetidas de ADN que consisten en organizaciones en 
tandem de miles de copias de secuencias cortas. 
replicación semiconservativa Proceso de replicación del 
ADN en el que dos hebras parentales se separan y sirven 
como moldes para la sŕntesis de nuevas hebras progenie. 
represor Molécula reguladora que bloquea la transcripción. 
resolución Capacidad de un microscopio de distínguir obje- 
tos separados por pequeňas distancias. 
retículo endoplasmátíco (ER) Red extensa de túbulos y 
sacos rodeados de membrána, implicados en la clasifica- 
ción y en el p roc e sa m tento de las proteínas asi como en la 
síntesis lípídica, 

retículo endoplasmátíco Irso Sitio principál de síntesis lípí- 
dica en las célufas eucariotas. 

retículo endoplasmátíco rugoso Región del retículo endo¬ 
plasmátíco cubíerta de ribosomas e implicada en el metá- 
bolismo proteíco. 

retículo sarcoplásmrco Red especializada de membranas 
de las células musculares que almacena una alta concen- 
tración de Ca 2+ , 


retinoide Molécula reladonada con el ácido retinoico. 
retroposón Elemento transponible que se desplaza me¬ 
diante la transcripción inversa de un íntermediario de 
ARN. 

retrovirus Vi rus que se replica hadendo una copia de ADN 
de su genoma de ARN mediante transcripción inversa. 
Rho Familia de proteínas de bajo peso molecular de unión a 
GTP implicadas en la regulación deí cítoesqueleto. 
ribosa Azúcar de cinco átomos de carbono preseníe en el 
ARN. 

ribosomas Partículas compuestas por ARN y proteínas y 
que son los sitios de síntesis proteica, 

ribozima Enzima ARN. 

RIMasa H Enztma que degrada la hebra de ARN de las molé¬ 
culas hĺbrídas ARN-ADN. 

RNasa P Ribozima que corta ôl extremo 5* de un pre-ARNt. 
rodopsina Fotorreceptor acoplado a proteína G en los bas- 
tones de la retina que activa la transducina en respuesta a 
la absorción lumínica, 

Saccharomyces cerevisiae Levadura que s e reproduce 
por gemación frecuentemente estudiada. 
sarcoma Cáncer de células de tejido conectivo. 
sarcómero Unidad contráctil de las células musculares 
constituitío por filamentos de actina y miosina que interne- 
cionan entre si. 

secuencia de seňalización Secuencia bidrofóbica en el ex¬ 
tremo am i no de una cadena polipeptídiea que ta marca en 
las bacterias para ser secretada o, en las células eucario- 
tas, para que se íncorpore af retículo endoplasmátíco. 
secuencia replicante de forma autónoma (ARS) Qrigen 
de replicación de ADN en levaduras, 
secuencia Shine-Delgarno Secuencia anterior al sitio de 
iniciación que alinea los ARNs bacterianos de forma co- 
rrecta en los ribosomas. 

secuencias espaciadoras Secuencias de ADN presentes 
entre los genes. 

segundo mensajero Compuesto cuyo metabolismo se ve 
modificado como resultado de una interacción ligando-re- 
ceptor; actúa como un transductor de seňal regulando 
otros procesos intracelulares. 

selectínas Moléculas de adhesión celular que reconocen 
oligosacäridos expuestos en la superficie de la célula. 
seňal de exportación nuclear Secuencia aminoacídica 
que marca las proteínas para transportarlas desde el nú- 
cleo al citosol. 

senát de localización nuclear Secuencia aminoacídica 
que marca las proteínas para transportarlas desde el cito- 
plasma af núcleo. 

seňalización autocrína Tipo de seňalización celular en la 
que una célula produce un factor de crecšmíento al cual 
tambíén ella responde. 

seňalización endocrina Tipo de seňalización célula-célula 
donde células endocrinas segregan hormonas que son 
llevadas por la circulación a células diana lejanas. 
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seňalización paracrina Seňalización célula-célula local 
donde una molécula liberada por una céfula actúa sobre la 
célula díana vecina, 

simporte Transporte de dos molécuias en la misma direc- 
ción a través de una membrána, 
sinapsis Union entre una neurona y otra célula, a través de 
la cual se transmite la änformación mediante neurotrans- 
misores. 

sinapsis Asocíación de cromosomas homólogos durante la 
meiosis, 

SINEs (short interspersed elements) Família de retro- 
transposones altamente repetidos en los genomas de los 
mam íf e ros. 

splicing alternatíve Generacíón de difereníes ARNm me- 
diante variación del modelo de splicing del pre-ARNm. 
splicing de ARN Union de exones en una molécula preeur- 
sora de ARN 

Src Proteŕna-tirosina quinasa no receptora codificada por el 
oneogén (src) del virus del sarcoma de Rous. 

ŠTART Punto regulador en el cicio ceiular de levaduras que 
sucede al final de G r Después de ešte punto. la célula 
está determinada a entrar en S y sufrir un cicio de división 
ceiular 

sombreado metálíco Técnica de microscopía electrónica 
en la que la superficie de una muestra se cubre con una 
ti na capa de metal evaporado. 

sonda Reactivo que puede detectar selectivamente un áci- 
do nueleieo o una proteína específíca. 
superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) Família de mo- 
léculas de adhesión ceiular que contiene dominios estruc- 
turales simílares a ias inmunoglobulinas. 
superfamilia de los receptores de citoqutnas Família de 
receptores de la superficie ceiular que actúa n estimulando 
la actividad de proteína quínasas intracelulares. 
superfamilia de los receptores nucleares Família de fac- 
tores de transeripción que inciuye a los receptores de hor- 
monas esteroídicas, la hormona tiroidea, el ácido retinoico 
y la vitamina D,. 

sustrato Molécula sobre la que actúa una enzima. 

talina Proteína que média la asociación de filamentos de ac- 
tina con integrinas en las adhesiones foceles, 
taxol Fármaco que se une a los microtúbulos y los estabiliza, 
técnica patch cíamp Método empleado para aislar y estu~ 
diár la actividad de canales iónícos aíslados. 
telofase Fase final de la mitosis, en la que se vuelve a for- 
mar el núcleo y se descondensan los cromosomas. 
telomerasa Transcňptasa inversa que sintetiza secuencias 
repetidas teloméricas en los extremos de los cromosomas 
a partir de su propio molde de ARN. 
telomeros Repeticíones de secuencias sencillas de ADN 
que mantienen los extremos de los cromosomas lineales. 
testosterona Hormona esteroídea producida por los tes- 
tículos. 

timina Pirimidina que se encuentra en el ADN emparejada 
con adenina. 


titina Proteína grande que actúa como resorte para mante- 
ner a los filamentos de miosina centrados en el sareómero 
muscular, 

topoisomerasa Enzima que cataliza la rotura reversible y 
reunificación de las hebras de ADN, 

traducción Sínlesis de una cadena polipeptídica a partir de 
un molde de ARNm. 

Traducción in vitro Síntesis proteica en un extracto libre de 
células, 

transeltosis Glasificación y transporte de proteínas a dife- 
rentes dominios de la membrána píasmática después de 
una endocitosis. 

transeripción Síntesis de una molécula de ARN a partir de 
un molde de ADN, 

transeripción inversa ADN pofimerasa que usa un molde 
de ARN, 

transducción intracetular de seňales Cadena de reacoäo- 
nes que transmiten seňales químicas desde la superficie 
ceiular a sus objetivos intracelulares. 

transducina Proteína G que estimula la GMPc fosforideste- 
rasa, al ser activada por rodopsina. 

transfección Introduccíón de un gen extraňo en células 
eucariotas. 

transferencia génica Introduccíón de un ADN extraňo en el 
interior de una célula. 

transferencia Northern Método en el que los ARNm son 

separados mediante una eleetroforesis en gel y detecta- 
dos por hibrídación con sondas específicas, 

transferencia Southern Método en el que se emplean som 
das radíoactivas para detectar fragmentos específicos de 
ADN que han sido separados por eleetroforesis en gel. 

transferencia Western Ver Inrmunotinción. 

transformación Transferencia de ADN entre bacterias ge- 
néticamente distmtas. Véase tamblén transformación ce¬ 
iular 

transformación ceiular Conversión de células normales en 
células tumorafes en cultivo. 

translocóo Canal de membrána a través del cual se trans- 
portan cadenas de polipéptidos al interior del retŕculo en- 
doplásmico. 

transportadores ABC Gran família de proteínas de trans¬ 
porte de membrána ca racterizadas por presentar un domi- 
nio de unión de ATP altamente conservado. 

transporte activo Transporte de molécuias en una direc- 
ción energéficamente desfavorable. a través de la mem¬ 
brána, acoplado a la hidróíisis de ATP u a otra fuente de 
energia, 

transporte pasivo Transporte de molécuias a través de la 
membrána en una dirección energéticamente favorable. 

transposŕcíón Movimiento de las secuencias de ADN por 
todo el gen o ma. 

transposón Secuencia de ADN que puede migrar a diferen- 
tes posiciones dentro del genoma. 
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transposones de ADN Elementos transponibles que se 
mueven mediante intermediaríos de ADN. 

triacilglicerol Tres ácidos grasos unídos a una molécula de 
gliceroL 

tromboxano Eicosanoide implicado en la coagulación san- 
guínea. 

tropomiosina Proteína fibrosa que se une a los filamentos 
de actina y que regula la contracción mediante el bloqueo 
de la interacción entre actina y miosina. 

troponina Compfejo de proteínas que se une a los filamerv 
tos de actina y regula la contracción del músculo esquelé- 
tico, 

tubulina Proteína citoesquelética que pofimeriza para for- 
mar microtúbulos, 

tumor Cualquier proliferación anormal de las células, 

tumor benigno Tumor que permanece confinado en su sitio 
de origen. 

tumor maligno Tumor que invade un íejido norma! y se ex- 
tiende por todo el cuerpo. 

ubiquinona Ver coenzima Q. 

ubiquitína Proteína altamente conservada que actúa como 
marcador para conducir a otras proteínas celu la res a una 
räpida degradación. 

uttracentrífuga Centrifúga que rota las muestras a altas ve- 
locidades. 

unión adherente Región de adhesiôn célula-célula median¬ 
te !a cuaf el citoesqueíeto de actina se ancla a la membrá¬ 
na plasmática* 

unión de tipo gap Canal de membrána plasmätica que for¬ 
ma una conexión cítoplasmática directa entre cólu las ad- 
yacentes, 

unión estrecha Red continua de hebras proteicas alrededor 
del perímetro de las células epiíeliales, sellando el espacio 
entre las células y formando una barrera entre los domí- 
nios apícal y basolaíeral. 

unión Holliday Intermediario centrál en la recombinacíón, 
constituido por una estructura de hebras cruzadas forma- 
da por emparejam tento de bases homólogas entre las he¬ 
bras de dos moléculas de ADN. 

uniporte Transporte de una uníca molécula a través de una 
membrána. 

uracilo Pirimídina que se encuentra en el ARN y que se em- 
pareja con adenina. 

vacuoia Gran saco rodeado por una membrána en el cifo- 
plasma de las células eucartotas. En las células vegetales, 
la functón d e las vacuolas es aSmacenar nutrientes y pro- 
ductos de desecho. degradar macromoléculas, y mantener 
la presión de turgencia. 

vector Molécula de ADN empleada para dirigir la replicación 
de un fragmente de ADN clonado en el interior de una cô- 
lula hospedadora* 

vector de expresión Vector empleado para dirigir la expre- 
sión de un fragmente de ADN clonado en una célula hos- 
pedadora. 


vesícula del Golgf Compartimentos del aparato de Golgi on 
el que tienen lugar la mayoría de las actividades metabó- 
licas. 

vesícula revestida de clatrina Vesícula de transporte tapŕ- 
zada con clatrina. 

vesícula revestida de COP Vesícula de transporte revesti¬ 
da de proteínas distintas de la clatrina (OOP indica coat 
prelet n). 

vesícula sináptica Vesícula secretora que libera neuro- 
transmisores a una sinapsis, 

vesículas secretoras Sáculos rodeados por una membrána 
que transportan proteínas desde el aparato de Golgi a la 
superficie celular. 

vía JAK/STAT Vía do seňalización en la que los factores de 
transcripción STAT son activados como resultado de la 
fosforilación por miembros de la familia JAK de proteína 
quinasas. 

vía secretora Movimiento de proteínas secretadas desde el 
retículo endopläsmico al aparato de Golgi. después, en el 
interior de vesículas secretoras, a la superficie celular. 

villina Principal proteína formadora de haces de actina en 
las microvellosidades intestinafes. 

vimblastina Fármaco que inhibe la polimerización de los mi- 
crotúbulos, 

vimentina Proteína de los filamentos intermedios encontra- 
da en una diversídad de tipos celulares. 

vincristína Fármaco que inhibe la polimerización de los mi- 
crotubulos. 

vinculina Proteína que média la asociacíón de filamentos 
de actina con integrinas en las adhesiones focales 

virus de Epstein-Barr Herpesvirus humano que causa los 
linfomas de células B. 

virus de la hepatítís B Familia de virus de ADN que infectan 
a las células del hígado y pueden deseneadenar el desa- 
rrollo de cáncer hepático. 

virus de la hepatitis C Familia de virus de ARN que infectan 
células hepáticas y pueden deseneadenar el desarrollo de 
cáncer hepático, 

vírus de los simios 40 (SV40) Virus tumoral de ADN am- 

pliamente estudiado. 

virus del sarcoma de Rous (RSV) Retrovirus altamente 
transformante t donde se identificó el primer oneogén, 

virus tumoral Virus capaz de causar un cáncer en animafes 
o humanos, 

Xenopus taevis Rana africana empleada como slstema 
modeio en biológia experimental. 

zigoteno Estadio de meiosis I donde los cromosomas ho- 
mólogos llegan a estar íntimamente asociados. 

zigoto Óvulo feeundado. 

zóna seňalizadora Determinante de reconocimíento forma- 
do por el plegamiento tridimensiona! de una cadena poľi- 
peptidica. 
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cavedas. 492, 515 
caveolina. 492 
CD45, 558 

Cdc2, 314-315, 347, 349, 599-605, 601 
Cdc25, 603, 607-608 
Cdc28, 600-601 
Gdc42 ; 574-575 

Cdks (ciclinas dependientes de quinasas), 604. 605 
cebadores, fluorescentes, 113 
Cech. Tom, 6, 288 
Celera Genomícs, 169. 170 

células animaJes, 11, 14. 125-127, 614. l/ease también humanos; 

mamíferos; vertebrados 
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células germinaŕes, 615 
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desmogleínas, 530 
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dineŕnas, 466, 470-471 

dinucleófido de flavina adenina (FADH ), 69-71 
dänucleótido de nicotinamída adenina (NAD + ), 61, 67 
dinudeótidos CpG, 260 
d i oxid o de carbono, 8 
dtscos Z. 448, 449 

distrofia muscular Emery-Dreifuss, 340-341 
distrofias musculares de Becker ŕ 443 
distrofias musculares de Duchenne, 443 
distrofias musculares, 340-341,443 
distrofinas, 443 

Dobberstein, Bernhard, 360-361 
dogma centrál, 98. 101 
dolicol fosfato, 306 
dolicol, 367 
dominios a cti v os, 57 
dominios apícales, 381, 491 r 515 
dominios basolaterales, 381,491, 515 
dominios de dedos de zínc, 252, 253 
dominios de unión al ADN, 253 
domínios hélice-giro-hélice. 253 
domínios hélice-lazo-hélice, 253 
dominios PTB (de unión a fosfotirosina), 556 
domínios SH2 (bomotogía 2 con Src), 556, 571 -572 
dominios, proteina, 55 
dopamina, 546 
Drosophiia melanogaster 
ampliíicacíón génica programada, 226 
centrómeros, 157 
como modelo experimental, 18 
ero mo so ma s po i i tén icos, 164 
eromosomas, 336-337 
estudios genéticos empleando, 91 
gen transformador , 273 
m u taňte Antennapedia. 253, 254 
ojo compuesto, 576 
vía Ras/Raf/ERK 575-577 
Druker, Brian, 668 
Dynan, William, 251 


Eagle, Harry, 31-33 
ecdisona, 543 
Ecker, Róbert. 599, 601 
Eckhardt, Walter, 554 
EcoRl 104, 106 
ecuación de Nemst, 498 
Edidin. Michael, 490 
EF-Tú/GTP. 295 
eicosanoides, 548-549 
elaioplastos, 421 
elastina, 525 

electroforesis en gel de SDS-poliacrilamída (SDS-PAGE), 120 
electroforesis en gel, 104-106 
electroporación, 126 

eíemento de respuesta al AMPc (CRE), 560 
elementos d e conlrol de acción en ds , 238 
elementos d e conlrol. actuadores en cis , 238 
eiementos de los vasos, 13 

elementos de respuesta al hierro (IRE), 276, 296-298 

elementos de respuesta al suero (SREs), 569 

elementos semejantes a retrovirus, 147 

elementos transponibles, 216 

Elk-1, 569, 654 

elongación, traduccional, 295 

embriones de erizo de mar, 602 


encefalinas, 547 
endocitosís de fase fluida, 515 
endocítosis, 390-391, 393 
dependiente de clatrina, 515 
lagocitosis, 510-511 
fase fluida, 515 

mediada por receptores, 511-515 
tráfíco de proteinas, 515-518 
endonudeasa BamHI .218 
endonudeasas AP, 197 
endonucteasas de restricción, 104-107 
endonudeasas, 218 T 615 
endorfinas, 547 
endosimbiosis, 10, 12, 401 
endosomas. 515. 516 
energia libre de Gibbs (G), 64-66 
energia libre. 64-66 
energia metabólica 
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